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1.1. A krónikus lymphocytás leukémia (CLL) és prognosztikus markerei 
1.1.1. A krónikus lymphocytás leukémia 
A krónikus lymphocytás leukémia (CLL) a WHO (World Health Organisation) 
osztályozása alapján az érett B-sejtes non-Hodgkin-lymphomák (NHL) csoportjába 
tartozik. A CLL mérsékelt malignitású, indolens lefolyású megbetegedés, mely a 
csontvelőben alakul ki és leukémiás vérképpel jár. A betegség előrehaladtával pedig a 
nyirokcsomókat és más lymphoid szöveteket is érintheti [1].  
 
1.1.2. A CLL előfordulása, klinikai jellemzői 
A CLL a leggyakoribb felnőttkori leukémia-típus a nyugati országokban, a leukémiás 
megbetegedések mintegy 16-30%-át teszi ki [2]. A CLL főként az idősebb felnőtteket 
érinti, az átlagéletkor a diagnózis időpontjában 55 év [3]. Férfiak esetében mintegy 
kétszer gyakrabban fordul elő. Egyre több eredmény számol be a CLL familiáris 
halmozódásáról [4]. A CLL tünetei általában nem specifikusak: fáradékonyság, 
testsúlycsökkenés, nyirokcsomó-megnagyobbodás, perifériás lymphocytosis. A betegség 
előrehaladott stádiumaiban jellemző a generalizált lymphadenopathia, 
hepatosplenomegalia, anémia, valamint thrombocytopenia [3]. Gyakori a 
hypogammaglobulinémia, elsősorban az IgG szintjének csökkenése, illetve a T- és B-
sejtek anergiája. Ezen elváltozások miatt gyakoribbá válhatnak a bakteriális, vírus- és 
gombafertőzések. A CLL lefolyásának késői stádiumában másodlagos tumorok is 





1.1.3. A CLL diagnózisa 
A diagnózis felállításában a perifériás vér áramlási citometriai vizsgálata döntő 
fontosságú. Differenciál-diagnosztikai szempontból elengedhetetlen a morfológiai, 
citogenetikai, egyes esetekben immunhisztokémiai vizsgálatok elvégzése. Újabban a 
nagy érzékenységű molekuláris genetikai elemzések (új generációs szekvenálás) is fontos 
részét képezik a CLL diagnosztikájának, főleg a prognózis előrejelzésénél [5]. A kezelés 
megkezdése előtt a megfelelő terápia kiválasztásánál a citogenetikai és molekuláris 
genetikai eltérések ismerete alapvető. 
A csontvelő és nyirokcsomó vizsgálata nem tartozik hozzá a CLL 
diagnosztikájához. Csontvelői mintavétel citopéniás betegek esetén szükséges a 
csontvelői tumortömeg meghatározása, valamint a terápiás válasz megítélése okán. A 




A perifériás vérben jellemző a kis lymphocyták felszaporodása, melyek a 
kenetben keskeny citoplazmával, kerek maggal, kompakt és rögös kromatinnal láthatók. 
A nyugvó lymphocyták mellett nagyobb méretű, bő citoplazmájú prolymphocyták is jelen 
lehetnek, arányuk általában 2% alatti. A CLL-ben tipikus a Gumprecht-rögök 
megjelenése, melyek a törékeny neoplasztikus lymphocyták mechanikailag károsodott 
maradványai [3].  
A CLL-sejtek változó mértékben infiltrálhatják a csontvelőt és a nyirokcsomót. A 
csontvelői kenetekben látható tumorsejtek morfológiája megegyezik a perifériás 
kenetekben látottakéval (1. A. ábra). A CLL-sejtek myeloperoxidáz negatívak. A CLL 
korai szakaszában a csontvelői infiltráció mintázata noduláris vagy interstitiális, míg 
előrehaladott stádiumban diffúz [3].  
A CLL-sejtek diffúzan infiltrálhatják a nyirokcsomókat, elmosva a normál 
follikuláris szerkezetet. A proliferáló CLL-sejtek pseudofollikulusokat (proliferációs 









 A CLL-sejtek erősen expresszálják a CD45 általános leukocyta antigént, így a 
normál B-sejtekhez hasonlóan a „lymphocyta kapuba” esnek az áramlási citometriai 
kiértékelések során (2. ábra). Ritkán előfordul, hogy a kóros sejtek a csökkent (dim) 
CD45 kifejeződés miatt a „blaszt kapuban” találhatóak [7]. A CLL-sejtekre jellemző az 
érett B-sejtes markerek kifejeződése, mint a CD19, CD22, CD20 és a CD79a. Ezek 
mellett a CLL-re specifikus a CD5-CD23 molekulák koexpressziója, mely differenciál-
diagnosztikai szempontból döntő fontosságú [8]. A CD20 és a felszíni immunglobulinok 
(Ig-kappa és lambda láncok) expressziója a normál B-sejtekhez képest gyenge (2. ábra), 
de gyakoriak a negatív esetek is. Magas CD200 expressziót mutatnak, a CD10, CD79b 
és CD81 markerek általában negatívak a CLL-sejtek felszínén. A ZAP-70, CD38 és 
CD49d molekulák változó mértékben expresszálódnak. Atípusos esetek mutathatnak 
CD4, CD8, CD7 expressziót, illetve CD23 negativitást [7].  
A                                                                        B 
1. ábra CLL, csontvelő kenet (May Grünwald Giemsa festés, 40x) (A), valamint 
infiltrált nyirokcsomó hisztológiai képe (hematoxilin-eozin, 6x) (B). 
A: CLL extenzív csontvelői infiltrációja. A kenetben jól látható a nagyszámú kis 
lymphocyta kerek maggal és keskeny citoplazmával.  
B: A nyirokcsomót a CLL-sejtek diffúzan infiltrálják, a normális follikuláris szerkezet 







A CLL genetikailag rendkívül heterogén megbetegedés. A CLL-es betegek közel 
80%-ában mutatható ki valamilyen kromoszóma-aberráció, melyek közül több 
prognosztikus szereppel is bír. A CLL-re jellemző a neoplasztikus B-sejtek 
immunglobulin nehézlánc gén variábilis régiójának (IGHV) mutációja. Emellett a 
leggyakoribb eltérések a FISH vizsgálattal kimutatható 13q, 11q, 17p és 6q deléció, 
valamint a 12-es triszómia (12tri) [9].  
 
 
2. ábra CLL-es perifériás vérminta áramlási citometriai vizsgálata.  
A CD45-SSC dot-ploton jól látható az emelkedett lymhocyta-arány. A CLL-sejtek 
jellemző immunfenotípusa a CD19-CD5-CD23-CD20-CD200 expresszió, illetve kappa 








A CLL és a kis lymphocytás lymphoma (SLL) ugyanannak a betegségnek eltérő 
megjelenési formája; morfológia, immunfenotípus és genotípus alapján nem különíthetők 
el. A differenciál-diagnózis alapja a perifériás lymphocyta-szaporulat mértéke; 4000 
sejt/mm3 felett CLL a diagnózis, ezen érték alatt a kórkép SLL-nek felel meg [3].  
A monoklonális B-sejtes lymphocytosis (MBL) daganatmegelőző állapotnak 
minősül, melyet 5x109 sejt/l alatti monoklonális CD5+ vagy CD5- B-sejt szaporulat 
jellemez kimutatható organomegália, lymphadenomegália nélkül. Az MBL évente 1-2%-
ban progrediál CLL-be [10].  
A CLL-t fontos elkülöníteni egyéb perifériás lymphocytosist mutató low-grade B-
sejtes lymphoproliferatív megbetegedésektől, mint a hajassejtes leukémia (HCL), 
marginális zóna lymphoma (MZL), lymphoplasmocytás lymphoma (LPL-Waldenström-
macroglobulinemia) és a köpenysejtes lymphoma (MCL). A HCL a jellegzetes CD103-
CD11c koexpresszió és a CD5-CD23 negativitás, illetve a kenetben látható „hajas”, 
nyúlványos HCL sejtek révén könnyen diagnosztizálható. A HCL variánsra nem jellemző 
a nyúlványos morfológiai kép, ekkor a fenotípus segít az elkülönítésben. Az MZL-nek 
nincs áramlási citometriával detektált jellegzetes immunfenotípusa, ám a CD5 és CD23 
felszíni markerek hiánya segíti a CLL-től való elválasztást. Az LPL-re magas CD38-
CD138 ko-expresszió és a CLL immunfenotípus hiánya, illetve monoklonális 
gammopathia jellemző. A CLL-t leginkább a köpenysejtes lymphomától kell 
elkülönítenünk, amely a CLL-hez hasonlóan aberráns CD5 pozitivitást, azonban CD23 
és CD200 negativitást mutat. Mivel mind CLL, mind MCL esetében ismert atípusos 
CD23 expresszió (CD23- CLL és CD23+ MCL), ezért a biztos diagnózishoz igazolni kell 
az MCL-sejtek ciklinD1 expresszióját, illetve a t(11;14) kromoszóma-transzlokációt [11].  
 
1.1.5. Prognosztikai tényezők 
A CLL indolens kórkép, a betegek átlagos túlélése körülbelül 10 év. A CLL 
heterogén megbetegedés, mely rendkívül változatos klinikai lefolyással rendelkezik. A 
CLL-es esetek körülbelül egyharmada évekig nem igényel terápiát, a túlélés akár több 
évtized is lehet, míg az agresszívebb kórlefolyást mutató betegek a kezelések ellenére is 




Hodgkin-lymphomává transzformálódik. Leggyakrabban diffúz nagy B-sejtes 
lymphomává (DLBCL) (ezt nevezzük Richter-szindrómának) vagy prolymphocytás 
leukémiává alakul át, ritkábban Hodgkin-lymphomává [3]. A CLL transzformációja 
agresszívebb kórlefolyással és rövidebb túléléssel társul.  
Számos prognosztikus tényező segíti a betegség lefolyásának megítélését. Az első 
prognosztikus osztályozás a Rai- és Binet-féle stádiumbesorolás volt [12, 13]. Ezek 
klinikai klasszifikációk, melyek a lymphocytózis, a nyirokcsomó-, máj- és lép-
megnagyobbodás, illetve a vérképeltérés mértékét tekintik alapul (1. táblázat). A Rai- és 
Binet-féle osztályozás máig használatos a kezelés-indikáció és a prognózis megítélésénél, 
azonban a kimenetelt, főleg a CLL korai szakaszában, nem jelzik kellő mértékben [6].  
 





Lymphocitózis, ly a vérben >15000/μl és 
40% ly a csv-ben 
Alacsony 
(átlagos túlélés > 10 
év) 
I 
0 stádium és nagy nyirokcsomók 
Közepes 
(átlagos túlélés > 8 év) 
II 
0-1 stádium és hepatosplenomegália 
Közepes 
(átlagos túlélés > 8 év) 
III 
0-2 stádium és anémia (Hb <110 g/l) 
Magas 
(átlagos túlélés > 6,5 
év) 
IV 
0-3 stádium és thrombocytopénia 
(thr <100000/ μl) 
Magas 




Jellemzők Átlagos túlélés 
A Hb > 100 g/l, thr >100 G/l és 
< 3 nyirokcsomó régió-érintett 
>10 év 
B Hb > 100 g/l, thr >100 G/l és 
> 3 nyirokcsomó-régió érintett 
>8 év 
C Hb < 100 g/l, thr < 100 G/l és bármely 
nyirokcsomó-régió érintett 
6,5 év 





A prognózist számos újabb faktor is meghatározhatja, mint bizonyos laboratóriumi 
eltérések (β2-mikroglobulin, szolubilis CD23 (sCD23), timidinknáz, tejsav-
dehidrogenáz), valamint molekuláris markerek. Egy ideális prognosztikus marker 
nemcsak az agresszívebb kórlefolyást jelzi, hanem a betegség patogeneziséhez is 
hozzájárul, így terápiás célpontként szolgálhat. Ilyen például a mellrák esetében a Her2-
Neu overexpresszió, mely agresszívebb betegséggel társul, célzott terápiája pedig jobb 
klinikai kimenetellel jár [14, 15]. Ezért újabb prognosztikus markerek kutatása 
kulcsfontosságú a CLL esetében is. 
 
1.1.5.1. Molekuláris/genetikai/citogenetikai prognosztikus faktorok 
Az első CLL-ben használt molekuláris prognosztikus marker az immunglobulin 
nehézlánc gén variábilis régiójának (IGHV) mutációs státusza volt. Ez alapján két 
csoportot különíthetünk el: a nyirokcsomó centrum germinativumában szomatikus 
hipermutáción keresztülment variábilis régióval rendelkező mutált CLL (mCLL), melyek 
jobb kimenetellel bírnak, valamint a rosszabb prognózist jelentő nem mutált CLL 
(umCLL) esetek. A nem mutált IGHV eseteknél nagyobb arányban fordul elő relapszus 
őssejt transzplantáció után és Richter-transzformáció is kizárólag ebben a csoportban 
alakul ki [16]. A rosszabb kimenetel hátterében az állhat, hogy a nem mutált IGHV génnel 
rendelkező CLL-sejtek állandó anti-apoptotikus és proliferációs jeleket kapnak a B-sejt 
receptoron (BCR) keresztül a mikrokörnyezetből [17].  
A leggyakoribb genetikai eltérés a 13q deléció, előfordulási gyakorisága CLL-ben 
40-60%. A del(13q) aberrációt kezdetben jó prognózist jelzőnek írták le: ezen 
kromoszómaelváltozást mutató betegek hosszabb túlélést mutattak, mint a normál 
kariotípussal rendelkező CLL-es betegek (3. ábra) [18]. Újabban a 13q deléciót hordozó 
CLL-sejtek %-a alapján két prognosztikai csoportot különíthetünk el. Nagyarányú 
(>80%) del(13q) rövidebb össztúléléssel társul, illetve ezen betegeknél upregulálódnak a 
sejtmotilitás, migráció, adhézió és proliferáció folyamatában szerepet játszó gének, 
valamint a BCR és anti-apoptotikus jelutak (NF-κB, Wnt) génjei [19, 20]. A 13q deléció 
során a miR15a és miR16-1 tumorszuppresszor mikroRNS-ek expressziója csökken, 
ennek hatására a Bcl-2 anti-apoptotikus fehérje szintje nő és a CLL-sejtek apoptózis-





A del(11q) a CLL-es esetek 20%-ában azonosítható és kedvezőtlen prognózissal 
társul (3. ábra) [9, 22]. Ez az eltérés az ATM gént tartalmazó régiót érinti, mely a DNS 
repairben vesz részt [23]. A 11q deléciót hordozó betegek általában fiatalabbak, több B-
tünetük van, valamint gyorsabb betegségprogresszió és rövidebb össztúlélés jellemző 
rájuk [23]. 
 A CLL-es betegek 4-9%-a rendelkezik a diagnóziskor 17p delécióval, azonban 
kemoterápiás kezelésben részesülő betegeknél ez az arány akár 30% is lehet [18, 24]. A 
del(17p) eltéréssel rendelkező esetek a legmagasabb rizikójú csoportba tartoznak, nagyon 
agresszív klinikai lefolyás, terápia-rezisztencia és a legrövidebb össztúlélés jellemző 
rájuk (3. ábra) [22]. A 17p deléció a TP53 tumorszuppresszor gén lókuszát érinti; a p53 
fehérje DNS károsodás esetén leállítja a sejtciklust és apoptózist indukál. A del(17p)-t 
hordozó betegekben a p53 fehérjére specifikus MDM2 ubikvitin-ligáz szintje megnő, 
mely így számos p53-függő gén és mikroRNS, köztük a miR-34a szintjét csökkenti [25]. 
A miR-34a az apoptózis, szeneszcencia folyamatokban és a sejtciklus megállításában 
játszik kulcsszerepet. A 17p delécióval rendelkező alcsoport rendelkezik a legtöbb 
apoptózis, sejtciklus és a BCR jelátvitelt érintő génhibával, mint például a BCL2, SYK, 
ATM, PI3K, AID gének downregulációja [26]. 
A 12tri eltérés az esetek 10-20%-ában fordul elő és a közepes rizikócsoportba 
tartozik (3. ábra) [18]. A közepes prognózis ellenére azonban számos közlemény szerint 
a 12tri korai progresszióval és nagyon agresszív klinikai képpel társul [27-29]. A 12tri-
ben nagyobb a Richter-transzformáció és másodlagos tumorok incidenciája is, 
összehasonlítva a 12tri-t nem hordozó esetekkel [30]. A 12tri-t hordozó CLL esetek 
klinikailag rendkívül heterogén entitások, atipikus morfológiával és immunfenotípussal 
társulnak. Jellemzőek a lymphoplazmocytás morfológiai jellegek, a hasadt mag megléte, 
illetve magasabb felszíni Ig, CD19, CD20, CD22, CD38, CD79b és FMC7, illetve a 
csökkent CD43 expresszió [27, 31]. A pathogenezist tekintve a 12tri-t hordozó CLL 
esetekben gyakoriak a p53 degradációval kapcsolatos gének upregulációja, mely a 
sejtciklus-szabályozás felborulásához vezethet [25]. Emellett jellemző a proliferáció-
asszociált E2F1 transzkripciós faktor expressziójának növekedése [32]. Ehhez 
hozzájárulhat a 12-es kromoszómán kódolt CDK4 kináz upregulációja, mely más 
kinázokkal együtt szabályozza az E2F1 szintjét. A 12tri aberráció konkrét pathogenezise 




mutáció, mely az NF-κB útvonal folyamatos aktiválását indukálja [33, 34]. 12tri-t, illetve 
NOTCH1 mutációt hordozó CLL-es betegekre a CD49d prognosztikus marker 
pozitivitása jellemző [35]. 
A 6q deléció ritka kromoszóma-rendellenesség, a CLL-es betegek körülbelül 6%-
nál fordul elő [18]. A del(6q)-t hordozó esetek a közepes rizikócsoportba tartoznak. A 
betegekre jelentős lymphocytózis, splenomegália és a CLL-sejtek CD38 pozitivitása 
jellemző [36].  
Az új generációs szekvenálás megjelenésével újabb prognosztikus szereppel bíró 
mutációkat (NOTCH1, SF3B1, BIRC3) azonosítottak, melyek egyelőre még nem részei a 
rutindiagnosztikának [37].  
 
  
3. ábra A leggyakoribb kromoszómaaberrációk az össztúlélés függvényében, Rossi 
és mtsai, 2013 nyomán [22].  
A del(13q) eltérés az alacsony rizikócsoportba tartozik, a 12tri közepes prognózist jelez, 





1.1.5.2. Áramlási citometriával detektálható prognosztikus markerek 
1.1.5.2.1. ZAP-70 
A ZAP-70 molekulát fiziológiásan T-sejtek expresszálják, a CD3 komplexhez 
kapcsolódva a T-sejt receptor jelátvitelben fontos tirozin kináz. CLL-ben a ZAP-70 
negatív prognosztikus faktornak bizonyult, a 20% cut-off értéket tekintve [38]. Továbbá 
a ZAP-70 szintje esetén találták a legerősebb korrelációt az IGHV mutációs státusszal 
[39]. A BCR-hez kapcsolódva képes fokozni a BCR-eredetű jelátviteli folyamatokat, 
mely CLL esetén kiemelt fontosságú. A ZAP-70 expresszió és a fokozott BCR stimuláció 
hozzájárul az Akt és ERK kinázok hosszantartó aktivációjához, melyek számos anti-
apoptotikus fehérjét (Mcl-1, Bcl-xL, XIAP) indukálnak [40]. Továbbá a ZAP-70+ CLL-
sejtek fokozott kemokin-indukált migrációval jellemezhetők [41]. 
 
1.1.5.2.2. CD23 
A CLL-sejtek egyik jellegzetessége az emelkedett CD23 expresszió. A CD23 
(FcεRII) az alacsony affinitású IgE receptor. Számos hematopoetikus sejt expresszálja 
(lymphocyták, monocyták, eozinofil granulocyták, follikuláris dendritikus sejtek) és 
különösen B-sejtek esetén patológiás jelentőséggel bírhat. A B-sejtek felszínén a CD23 
ismert differenciáltsági antigén, továbbá meghatározó a B-sejtek aktivációjában, 
proliferációjában, az IgE-mediált antigénprezentációban, apoptózisban, adhézióban, 
endocitózisban és fagocitózisban [42]. 
A CD23 antigénnek két izoformája van, a CD23a és CD23b, melyek csak az N-
terminális intracitoplazmatikus doménben térnek el. A CD23b esetén hiányzik egy ITIM 
motívum és a CKII foszforilációs hely. A CD23a izoforma konstitutívan expresszálódik 
a B-sejtek felszínén, míg a CD23b B-sejteken csak IL-4 stimulus hatására indukálódik, 
mely citokin a B-sejtek IgE izotípusváltásában kritikus [42]. A CD23 izoformák 
expresszióját az IL-4 mellett az IFNγ, valamint a BCR antigénkötése is befolyásolja. A 
BCR tovább növeli az IL-4 hatását a fokozott CD23b expresszióra, míg a CD23a-ra nincs 
hatással [43]. Emellett a NOTCH2 útvonal is fontos szabályozó, melynek targetje a CD23 




A CLL-re jellemző a CD23 overexpressziója és eltérő szabályzása a normál B-
sejtekhez képest[46]. Normál B-sejtekkel ellentétben a CLL-sejteken mindkét izoforma 
konstitutívan expresszálódik, továbbá IL-4 hatására kizárólag a CD23a szintje emelkedik 
(4. ábra) [43, 47]. A CD23a CLL-ben főként a túléléshez járulhat hozzá, míg a CD23b 
izoforma expressziója proliferációval társul: G0 fázisban lévő CLL-sejtek a sejtciklusba 
belépve emelkedett CD23b expressziót mutattak [43].  
A CD23 a CD5+ lymphomák, a CLL és MCL elkülönítésében fontos differenciál-
diagnosztikai marker. A CLL-sejtek nagymértékben expresszálják a CD23 molekulát, 
míg az MCL-sejtek az esetek nagy részében CD23 negatívak. Ezenkívül SMZL és NMZL 
B-sejtek is mutathatnak CD23 expressziót. Valójában a CLL-sejtek változó mértékben 
expresszálják a CD23 molekulát. Ismertek alacsony expressziójú és CD23 negatív esetek 
is. A CD23 expresszió mértéke prognosztikai jelentőséggel bír: a CD23 szint fordítottan 
4. ábra A CD23a és CD23b izotípusok, Acharya és mtsai, 2010 nyomán [46]. 
A CD23 izotípusok expressziója, szabályzása és funkciója eltér normál B-sejtek és 
CLL-sejtek esetén. Míg a B-sejtek csak a CD23a izotípust expresszálják konstitutívan, 
addig a CLL-sejtek mindkét izoformát konstitutívan kifejezik. Ellentétben a B-






korrelál az abszolút lymphocyta számmal és a csontvelői prolymphocyta aránnyal, 
továbbá az alacsonyabb CD23 expresszió rövidebb túléléssel társul [48].  
A CD23 lehasítódva a sejtfelszínről szolubilis formában (sCD23) a szérumba 
kerülhet, mely CLL esetén prognosztikus marker. CLL-es betegekben emelkedett a 
sCD23 szint, mennyisége jól korrelál a klinikai stádiummal és az abszolút lymphocyta 
számmal [49]. Érdekes módon a sCD23 szintje nem mutat összefüggést a sejtfelszíni 
CD23 expresszióval [50].  
 
1.1.5.2.3. CD38 
A CD38 molekulát számos hemopoetikus sejt expresszálja (lymphocyták, 
myeloid sejtek, NK-sejtek, erythrocyták), ezenkívül az agy és a szem számos sejttípusa, 
valamint osteoclastok, osteoblastok is kifejezik [51]. A CD38 ektoenzimként és 
receptorként is működik. Enzimként az ADP-ribozilciklázok közé tartozik és az 
intracelluláris Ca2+-szint szabályozásában játszik szerepet. Ennek révén meghatározó a 
T-sejt-aktivációban, neutrofil granulocyták kemotaxisában és a monocyták kemokin-
termelésében [52]. Emellett a CD38 a lymphocyták jellemző differenciáltsági antigénje, 
mely receptor és adhéziós molekula szereppel is bír. Receptorként a CD38 számos 
jelátviteli komplexszel alakít ki interakciót, B-sejtekben a BCR/CD19 komplexhez 
kapcsolódik. A CD38 ismert ligandja a PECAM-1 (CD31) adhéziós molekula, mely mind 
a perifériás (endothél sejtek), mind a csontvelői CLL-mikrokörnyezetben (csontvelői 
strómasejtek) kifejeződik.  
A CLL-sejtek változó mértékben expresszálják a CD38 molekulát. A CD38 
negatív prognosztikus faktor, a CD38+ CLL esetek (cut-off 30%) rövidebb túlélést 
mutatnak [17]. Mivel expressziója korrelál a ZAP-70 és a CD49d molekulákkal, ezért 
önálló funkcióját nehéz meghatározni. Több kísérlet is igazolta a CD38 szerepét a CLL-
sejtek proliferációjában. Magasabb Ki67 expressziót detektáltak CD38+ CLL-sejteknél, 
továbbá Calissano és munkatársai bebizonyították, hogy CD38+ perifériás CLL pool több 
újonnan proliferált CLL-sejtből áll, mint a CD38- pool [53, 54]. Direkt proliferációt 
kiváltó szerepét mutatja, hogy IL-2 jelenlétében a CD38 keresztkötése a CLL-sejtek 
osztódását indukálta [55]. A CLL-sejtekre jellemző apoptózis-rezisztenciában betöltött 





CLL-ben az egyik legújabb prognosztikus marker a CD49d molekula, más néven 
az α4 integrin alegység. Az integrinek az adhéziós molekulák legnagyobb családját 
alkotják. Heterodimer I. típusú transzmembrán glikoproteinek, melyek egy-egy nem 
kovalens módon kapcsolódó α és β polipeptidláncól épülnek fel [56]. Jelenleg emberben 
huszonnégy változatuk ismert, ezek tizennyolc különböző α lánc és nyolc β lánc 
kombinációjából felépülő heterodimerek (5. ábra) [57, 58]. Egy adott α lánc csak 
bizonyos β-lánccal alkothat párt. Csoportosításuk a β-láncok alapján történik.  
 
 
A CD49d a CD29 (β1) és β7 alegységekkel alkothat komplexet (5. ábra). A 
CD49d a β7 lánccal komplexben (α4β7; LPAM) lymphocyták felszínén fejeződik ki és a 
MAdCAM-1 adhéziós molekulához kötődve a lymphocyták bél homing folyamatát 
közvetíti [59, 60]. A CD49d a CD29 molekulával kapcsolódva képezi a β1 integrinek 
közé tartozó VLA-4 (α4β1; CD49d/CD29) heterodimert [61]. A CD49d/CD29 kizárólag 
leukocytákon expresszálódik: CD34+ hematopoetikus őssejtek, T-sejtek, B-sejtek, 
monocyták, eozinofil granulocyták és NK-sejtek fejezik ki [62]. A CLL-sejtek felszínén 
a CD49d főként a CD29 lánccal asszociálva fejeződik ki [63].  
5. ábra Az integrin család tagjai, Barczyk és mtsai, 2010 nyomán [58]. 
Az integrinek egy-egy meghatározott α és β láncból épülnek fel. A pirossal jelölt 




A CD49d/CD29 a sejt-sejt és sejt-extracelluláris mátrix interakciók kialakításában 
vesz részt. A heterodimer ligandjai a VCAM-1 (CD106) adhéziós molekula, valamint az 
extracelluláris mátrix-alkotó fibronektin [64, 65]. A VCAM-1 az Ig szupercsaládba 
tartozó sejtfelszíni adhéziós molekula, mely endothél sejtek, csontvelői strómasejtek, 
illetve hemopoetikus sejtek, például makrofágok felszínén fejeződik ki. A VCAM-1 
expresszióját számos citokin indukálja, mint az IL-4, IL-1β, IFN-γ és a TNF-α [66] [67]. 
A CD49d/CD29 másik fő ligandja a fibronektin, mely egy glikoprotein dimer. A 
fibronektin más mátrixfehérjékhez (kollagén, heparán-szulfát), illetve RGD motívumon 
keresztül integrinekhez kötődik. A VCAM-1 és a fibronektin szolubilis formában is 
megtalálható a plazmában, bizonyos megbetegedésekben emelkedett szintet mutatnak. 
CLL-ben a CD49d-t kifejező esetek magasabb szolubilis VCAM-1 koncentrációval 
rendelkeznek [68]. 
Mint az integrinekre általánosan jellemző, a CD49d/CD29 többféle konformációs 
állapotban lehet jelen a sejtek felszínén, melyek befolyásolják a molekula ligandkötő-
affinitását (6. ábra) [57, 64, 69-71]. Alapállapotban a β1 integrinek alacsony affinitással 
jellemezhetők. Ebben az állapotban görbült alakkal rendelkeznek, a ligandkötőhelyek a 
plazmamembrán közelében helyezkednek el, az α- és β-láncok szoros közelségben 
vannak. Különböző szignálok, mint a BCR, kemokinreceptorok stimulációjának hatására 
a β-lánchoz citoplazmatikus fehérjék toborzódnak, melyek konformációváltozást 
indukálnak az integrinekben. Ezt a kifelé irányuló szignált inside-out jelnek nevezzük. A 
konformációváltozás hatására a molekula a hajlott formából kiegyenesedik, kialakul a 
receptor ligandkötésre alkalmas aktív formája. Azonban ekkor még kis affinitást mutat, 
mivel az integrinek feji része zárt állapotban marad. A magas affinitású állapot a 
ligandkötés hatására bekövetkező további lokális konformációváltozás eredményeként 





A ligandkötés kívülről befelé tartó, outside-in szignalizációt indukál, mely számos 
cytoskeletális komponens és intracelluláris jelátviteli út aktiválására képes (7. ábra). A 
jelátvitel az integrin intracelluláris részéhez közvetlenül kapcsolódó ILK kináz és FAK 
kináz közvetítésével zajlik, melyek az adhéziót, migrációt, túlélést és proliferációt 







6. ábra A CD49d/CD29 különböző affinitású konformációi, Lefort és Ley, 2012 
nyomán [71]. 
A CD49d/CD29 molekula alapállapotban alacsony affinitású zárt konformációban van. 
Inside-out szignálok hatására kialakul a közepes affinitású intermedier forma, majd 
ligandkötés hatására a magas affinitású, nyitott konformáció indukálódik, mely az 




A CD49d/CD29 többféle konformációs állapota révén meghatározó szerepet 
játszik a lymphocyták homing folyamatában (lásd 1.2.3. fejezet). A homing mellett a 
CD49d-nek szerepe van a leukocyták adhéziójában, fejlődésében, illetve az 
immunológiai szinapszis kialakításában. 
Míg a normál B-sejteken a CD49d nagy arányban van jelen, a CLL-sejtek 
felszínén különböző mértékben expresszálódik. A cut-off érték 30%, tehát CD49d+ 
pozitívnak tekintjük a mintát, ha a CLL-sejtek ≥30%-a expresszálja a CD49d molekulát 
[73-75]. A magas CD49d szint kedvezőtlen prognosztikai tényező; a CD49d pozitivitás 
rövidebb össztúléléssel és korábbi terápiás indikációval társul [75, 76]. Magasabb CD49d 
expressziót detektáltak előrehaladott stádiumban (Rai III, IV), a Richter-szindrómába 
való transzformációnál, illetve lymphadenopátia esetén [77-79]. Egy újabb tanulmány 
7. ábra A CD49d/CD29 által aktivált főbb jelátviteli utak, Shishido és mtsai, 2014 
nyomán [72]. 
Ligandkötés hatására a CD49d/CD29 komplex az ILK és FAK kinázok közvetítésével 




szerint a CD49d a legmegbízhatóbb áramlási citometriával detektálható prognosztikus 
marker, így mérését érdemes beépíteni a rutin diagnosztikába [73]. A CD49d független 
prognosztikai tényező, azonban enyhe korrelációt mutat a ZAP-70 és CD38 
molekulákkal, míg az IGHV mutáció szintjével nem mutat összefüggést [76]. A CD49d 
és CD38 molekulák fizikailag is interakcióba kerülnek közös makromolekuláris 
komplexet képezve, melynek jelenléte rosszabb prognózist jelez [80]. 
A CD49d elengedhetetlen a CLL-sejtek migrációjában és homingjában (lásd 
1.2.3. fejezet). CD49d+ CLL-sejtek nagyobb migrációs kapacitással rendelkeznek, mint a 
CD49d- CLL-sejtek, melyet a CD49d-t blokkoló antitesttel történő kezelés is megerősít 
[53]. Továbbá a CD49d+ esetekre kifejezettebb csontvelői infiltráció jellemző [53].  
CD49d+ CLL-sejtek nagyobb mértékű adhéziót mutatnak VCAM-1, illetve 
fibronektinnel fedett felszínre [53, 81]. Lagneaux és munkatársai a VCAM-1 vagy a 
CD49d direkt gátlásával csökkent adhéziót találtak CLL-sejtek esetén [82]. A legerősebb 
adhézió-gátlás viszont a CD11a, CD18 és CD49d molekulák együttes blokkolásával 
alakult ki. A CD49d-VCAM-1 kapcsolódás (a CD11a-ICAM-1 interakcióval együtt) 
fokozza normál B-sejtek túlélését a germinális centrumban, mellyel hozzájárul a B-sejtek 
szelekciójához [83]. A CD49d a PI3K-Akt vagy az NF-κB útvonal aktiválásán keresztül 
képes túlélési jeleket indukálni (7. ábra).  
CLL-sejtek esetén azonban ellentmondó eredmények jelentek meg a CD49d 
közvetlen anti-apoptotikus szerepéről. De la Fuente és munkatársai fibronektinnel kezelt 
lemezen tenyésztettek CLL-sejteket, mely növelte az in vitro túlélést és 
kemorezisztenciát, valamint emelkedett a Bcl-2/Bax arány [84]. Zucchetto és 
munkatársai CLL-sejtek VCAM-1 transzfektált fibroblasztokhoz történő protektív 
adhéziójáról számoltak be, mely csökkentette az apoptózist [85]. Azonban Brachtl és 
munkatársai CD49d-t gátló antitesttel kezelve, bár csökkent adhéziót detektáltak, 
különbséget nem találtak a CLL-sejtek viabilitásában csontvelői strómasejt ko-kultúrában 
[53]. Lagneaux és munkatársai szintén a CLL-sejtek csökkent kitapadását találták a 
CD49d gátlásával, azonban túlélésbeli különbségről nem számoltak be [82]. Az eddigi 
eredmények alapján nem tisztázott, hogy a CD49d által kiváltott adhézió direkt vagy 
indirekt módon járul-e hozzá a CD49d+ CLL-sejtek fokozott túléléséhez. 
A CD49d proliferációban betöltött szerepe szintén nem egyértelmű az irodalom 




a CD49d-t kifejező CLL-sejtek nagyobb in vitro proliferációs rátával jellemezhetők 
CD40L-transzfektált fibroblasztokkal történő együtt-tenyésztés során [87]. A CD49d 
önálló szerepét nehéz meghatározni, mivel szintje korrelál a CD38 expressziójával, mely 




1.2. A CLL-sejtek mikrokörnyezete 
 
1.2.1. A mikrokörnyezet szerepe a CLL patogenezisében 
A CLL esetében régóta jól ismert, hogy a belső, genetikai faktorok mellett a 
mikrokörnyezetnek is kulcsszerepe van a betegség patogenezisében. Collins és 
munkatársai igazolták, hogy a CLL-sejtek in vivo hosszú élettartammal rendelkeznek, 
míg izolálva és in vitro tenyésztve spontán apoptózissal gyorsan elpusztulnak [88]. A 
mikrokörnyezet és a CLL-sejtek közötti komplex kapcsolatok meghatározóak a CLL-
sejtek apoptózis-rezisztenciájában, a proliferációban, a homingban, a szöveti retencióban, 
illetve az immunválasz elkerülésében (immune escape) [89-92]. Emellett a 
mikrokörnyezetből származó szupportív szignálok hozzájárulnak a CLL-sejtek 
kemorezisztenciájához és terápiát követően a minimális reziduális betegség (MRD) 
jelenlétéhez [93]. A kezelések egyik legfőbb kihívása a reziduális CLL-sejtek 
eradikációja a csontvelő és a másodlagos nyirokszövetek protektív mikrokörnyezeti 
helyeiről, melynek prognosztikai jelentősége is van: az MRD-negativitás vezet a 
leghosszabb túléléshez [94]. Így manapság a CLL kezelésében a konvencionális 
kemoterápiák mellett egyre fontosabb szerepet kapnak a mikrokörnyezet elemeit és az 
általuk kiváltott jelátvitelt célzó terápiák [92, 95].  
A CLL-sejtek -vagy legalábbis a perifériás CLL pool egy része- képes recirkulálni a 
periféria és a lymphoid szövetek között. A progresszióhoz elengedhetetlen, hogy a 
perifériáról a szövetekbe jussanak, mivel a csontvelő és a másodlagos nyirokszövetek 
előnyösebb környezetet jelentenek a CLL-sejtek számára. Míg a periférián lévő CLL-
sejtek nem osztódnak, G0/G1 fázisban vannak, a szöveti környezetben, legfőképp a 




sejtek proliferálnak. A pseudofollikulusokban az osztódó CLL sejtek jellemzője: Ki67+, 
Bcl-2+, survivin+, magas CD23 expresszió [96]. A CLL-sejtek proliferációs aktivitása 
különböző, általában az egész klón 1-2 %-a képződik újra naponta [97]. Az osztódáshoz 
járulékos sejtek, főként CD40L-ot (CD154) expresszáló aktivált CD4+ T-sejtek és 
strómasejtek, a nyirokcsomóban a folliculáris dendritikus sejtek (FDC) elengedhetetlenek 
[98]. A mikrokörnyezet sejtes és szolubilis elemei révén elősegíti a CLL-sejtekre jellemző 
apoptózis-rezisztenciát. Normál B-sejtekkel összehasonlítva a CLL-sejtekben emelkedett 
az anti-apoptotikus Bcl-2 és Mcl-1 expressziója, illetve csökkent a pro-apoptotikus 
fehérjék (Bax) szintje [99, 100].  
 
1.2.2. A mikrokörnyezet sejtjei és a CLL-sejtekkel kialakított interakciók 
A szöveti mikrokörnyezetet mezenchimális strómasejtek, monocyta eredetű 
nurselike-sejtek, T-sejtek, NK-sejtek, a nyirokcsomók follikuláris dendritikus sejtjei és 
az extracelluáris mátrix alkotják. A CLL-sejtekkel való interakció sejtes és szolubilis 
faktorok révén a BCR, adhéziós molekulák, citokin- és kemokin receptorokon, 








8. ábra A CLL-sejtek interakciója a mikrokörnyezet sejtjeivel, Choi és mtsai, 2016 
nyomán [89]. 
A CLL-mikrokörnyezetet mezenchimális strómasejtek, nurselike-sejtek, T- és NK-sejtek, 
follikuláris dendritikus sejtek, valamint az extracelluláris mátrix alkotja. A tumorsejtek és 
a mikrokörnyezet közti komplex kapcsolatok adhéziós molekulák (CD49d-VCAM-1, 
CD38-CD31), citokinek (IL-4, IL-6, TNF-α), kemokinek (CXCL12, CXCL13), 
immunellenőrzőpont molekulák (CTLA-4, PD1), kostimulációs molekulák (CD40, 




1.2.2.1. Mezenchimális strómasejtek (BMSC) 
A mezenchimális strómasejtek a csontvelőben és a másodlagos 
nyirokszövetekben találhatók, a csontvelőben csontvelői strómasejteknek nevezzük őket 
(BMSC-bone marrow stromal cell). Míg normál csontvelőben a strómasejt-populáció 
csak kis hányadát adják a mezenchimális strómasejtek, a CLL-mikrokörnyezetben 
domináns stróma-alkotók [101]. Széles körben elterjedt az izolált BMSC vagy stróma 
sejtvonalak (humán: HS-5, UE6E7T-2, egér: M2-10B4) alkalmazása a mikrokörnyezet 
modellezésére. Ezek a kísérletek bizonyították, hogy a BMSC-k önmagukban csökkentik 
a CLL-sejtek spontán és gyógyszer-indukálta apoptózisát [53, 82, 102-105]. A CLL sejt-
stróma kapcsolódást a CD49d/CD29-VCAM-1, a CD11a/CD18 (LFA-1 integrin)–
ICAM-1 és a CD38/CD31 adhéziós molekulák közvetítik. A stróma jelenlétében a CLL-
sejtek fokozzák felszínükön a CD49d és CD18 integrinek expresszióját, ezzel fokozva az 
adhéziót [102].  
Érdekes módon a BMSC-kultúra a direkt kontaktusba került CLL-sejteknél 
ugyanolyan mértékben csökkentette az apoptózist, mint a nem-adherens CLL-frakciónál 
[53]. A direkt sejtkontaktus mellett a szolubilis faktorok fontosságát mutatja az is, hogy 
a BMSC-kondícionált médium is növelte a CLL-sejtek túlélését [104]. A BMSC-k 
számos citokint és kemokint szekretálnak, melyek elősegítik a túlélést, mint az IL-1β, IL-
6, IL-8, TNF-α, bFGF, CXCL12 (SDF-1), CXCL10 [104, 106, 107]. Jellemző a stróma 
Wnt5a termelése, mely a CLL-sejteken nagymértékben expresszálódó ROR1 fehérjéhez 
kötődve vált ki apoptózis-gátlást a Wnt szignálúton keresztül [108]. 
A stróma aktiválja a nyugvó CLL-sejteket, fokozva a CD71, CD69, CD25 és CD70 
expressziót [103]. A CLL-stróma kapcsolat azonban kétirányú, a CLL-sejtek is aktiválják 
a BMSC-ket, tovább fokozva anti-apoptotikus hatásukat. CLL-sejtek jelenlétében 
strómasejtekben fokozódik a PKCβII expressziója, mely az NF-κB útvonalat aktiválja 
[109]. Emellett a CLL-sejtek hatására a BMSC-k túlélést elősegítő IL-6 és IL-8 
szekréciója emelkedik, valamint növekszik az ICAM-1 adhéziós molekula expressziója, 








1.2.2.2.  Nurselike-sejtek (NLC) 
A nurselike-sejtek (NLC-nurse-like cells) monocyta-eredettel rendelkeznek, 
hasonlóan a tumor-asszociált makrofágokhoz [89]. CLL-ben a csontvelőben és a 
nyirokcsomókban találhatók, de vérből izolált monocytákból in vitro spontán is 
differenciáltathatók [110]. A NLC-k meghatározók a CLL progresszióban, mivel 
fokozzák a CLL-sejtek túlélését és proliferációját [110]. CXCL12 és CXCL13 termelésük 
révén vonzzák magukhoz a CLL-sejteket, melyekkel számos adhéziós molekula (pl. 
CD31), kemokinek, citokinek révén, valamint a BCR jelút és a TNF családba tartozó 
BAFF és APRIL aktiválásán keresztül lépnek interakcióba [91, 110] . 
 
1.2.2.3. T-sejtek és NK-sejtek 
A CLL-sejtek szoros közelségbe kerülnek T-sejtekkel a mikrokörnyezetben (9. 
ábra) [111]. A pseudofollikulusokban CD40L+ CD4+ T-sejtek segítik a CLL-sejtek 
proliferációját. A CD40-CD40L kapcsolódás emellett a CLL-sejtek aktiválódását, 
fokozott adhézióját és túlélését is kiváltja [112].  
9. ábra A CLL-sejtek és a T-sejtek interakciója, Vladimirova és mtsai, 2015 nyomán 
[111]. 
A CLL-sejtek kostimulációs, immunellenőrzőpont-, adhéziós molekulák, valamint a 
BCR közvetítésével kerülnek kapcsolatba a T-sejtekkel. A kétirányú kapcsolat révén a 
CLL-sejtek anti-apoptotikus és proliferációs szignálokat kapnak, a T-sejtek esetén pedig 




A T-sejtekre jellemző a CD4/CD8 arány megfordulása. Azonban a CD8+ T-sejtek 
funkcionálisan sérültek, csökkent citotoxicitást mutatnak: gátlódik a granzim vezikulákba 
kerülése és hibás a degranuláció [113, 114]. A T-sejtek fokozott IFNγ és TNF-α 
termeléssel jellemezhetők, melyeknek apoptózis-védő szerepük van [115]. CLL-ben a T-
sejtekre a krónikus aktiváció és kimerülés jellemző, melyet a magas HLA-DR, CD69, 
CD57 és PD-1 expresszió jelez [115]. CLL-sejteken nagy arányban van jelen a PD-1 
ligand (PDL1), mely a PD-1-hez kapcsolódva gátolja a T-sejtes immunválasz kialakulását 
[116]. T-sejteken csökkent a CD28 kostimulációs ligand szintje, valamint normál B-
sejtekhez képest a CLL-sejtek is alacsonyabban expresszálják a CD80 (B7-1) és CD86 
(B7-2) kostimulációs molekulákat [117]. Kostimuláció hiányában hatékony immunválasz 
helyett tolerancia vagy anergia indukálódik. A csökkent anti-tumor celluláris 
immunválaszt tovább erősíti a CD4+ CD25+ regulatórikus T-sejtek (Treg) fokozott aránya 
CLL-ben [118].  
NK-sejtekre szintén defektusok jellemzők: hiányoznak a citoplazmatikus 
granulumok, valamint sérül az aktin-polimerizáció és az immunológiai szinapszis [119]. 
Emellett a CLL-sejtek direkt sejtkontaktus révén (MHC-I) tolerogén fenotípusú NK-
sejteket indukálnak, tovább gátolva a citotoxikus választ [91]. 
 
1.2.3. A CLL-sejtek homingja  
A homing egy többlépcsős, aktív migrációs folyamat, mely során a CLL-sejtek a 
perifériás vérből a vaszkuláris endothéliumon keresztül lymphoid szövetekbe jutnak (10. 
ábra). A homing kulcsfontosságú a CLL progressziójában a szöveti mikrokörnyezet 
proliferációs és túlélési szignáljai miatt. Lymphadenopathia és csontvelői érintettség 
agresszívebb kórlefolyást és rossz prognózist jelez [2]. A homing dinamikusan kialakuló, 
majd felbomló adhéziós kapcsolatokon alapul, melyben integrinek mellett (főleg 
CD49d/CD29, CD11a/CD18) mucinok, C-típusú lektinek (szelektinek, CD44), Ig 
szupercsaládba tartozó adhéziós molekulák (VCAM-1, ICAM-1) és kemokinreceptorok 
vesznek részt [120].  
A lymphoid szövetekbe vándorlást kemokinek és receptoraik irányítják [120]. CLL-
ben meghatározó a strómasejtek és NLC-k által szekretált CXCL12 kemokin-grádiens 
irányába történő migráció. A CXCL12 receptora a G-fehérje-kapcsolt CXCR4 (CD184), 




expresszálják a CXCR4 receptort. A nyirokcsomóban, csontvelőben a stróma által termelt 
magas CXCL12 szint miatt a CLL-sejtek csökkent CXCR4 expressziót mutatnak, mivel 
a receptor ligandkötés hatására internalizálódik [110]. A CXCL12 a CXCR4 receptorhoz 
kötődve kemotaxist, migrációt, aktin-polimerizációt indukál a CLL-sejtekben, ezen kívül 
direkt túlélést-segítő szerepét is leírták [110]. A CXCL12-nek fontos szerepe van az 
integrinek konformáció-váltásának kiváltásában a homing során. A CLL-sejtek heterogén 
CXCR4 kifejeződéssel jellemezhetők, a proliferáló CD38+ CD5bright szubpopuláció 
alacsonyabban expresszálja a CXCR4 molekulát [54, 121]. A BCR stimulációja is 
csökkenti a CXCR4 szintet és növeli a CXCL12 irányította kemotaxist [122]. 
A szövetekbe vándorlásban a CXCL12 mellett a stróma által termelt CXCL13, 
CCL19 és CCL21 is meghatározó [78, 120]. BCR szignálút hatására az aktivált CLL-
sejtek fokozzák a CCL3 és CCL4 kemoattraktánsok termelését, mellyel monocytákat, 
makrofágokat és lymphocytákat toboroznak a közelükbe [123]. A monocyták 
citokintermelésük révén tovább aktiválják a CLL-sejteket, illetve TNF-α hatására 
fokozzák a vaszkuláris endothélsejtek és strómasejtek VCAM-1 expresszióját, fokozva a 
CD49d-mediálta adhéziót és migrációt [124]. 
A CLL-sejtek homingjában az integrinek, különösen a CD49d/CD29 szerepe 
kulcsfontosságú. A transzendotheliális migráció során a CLL-sejtek a keringésben 
lelassulnak, majd az endothélsejtek felszínéhez kapcsolódnak (tethering). Ezt követően 
gördülni (rolling) kezdenek az endothél felszínen, melyet integrinek (CD49d/CD29, 
CD11a/CD18) közvetítenek (10. ábra). A CLL-sejtek normál B-sejtekhez képest sérült 
transzendotheliális migrációval rendelkeznek: csökkent a kezdeti megtapadást (tethering) 
irányító L-selectin (CD62L) és a CD11a/CD18 szintje, így a homing fő mediátora a 
CD49d/CD29 [52, 125, 126]. A rolling során az integrinek alacsony affinitással kötik 
ligandokat, vagyis a CD49d/CD29 az endothélsejteken kifejeződő VCAM-1 molekulát. 
A fokozódó ligandkötés, illetve a CXCL12 általi stimuláció hatására a CD49d/CD29 
magas affinitású konformációja indukálódik, melynek hatására a CLL-sejtek és az 
endothélsejtek között szoros adhézió alakul ki (firm adhesion). Ezt követően a CLL-sejt 
áthalad két endothélsejt között (diapedezis), melyet a CD38 és az endotheliális tight 
junction alkotásában részt vevő ligandja, a CD31 is közvetít (10. ábra). A lymphoid 
szövetekben történő migrációban (invázió) a CLL-sejtekre specifikus makromolekuláris 




(CD44v) és a mátrix metalloproteináz 9 (MMP-9) alkot [80]. A CD44 az extracelluláris 
mátrix-alkotó hyaluronsav receptora, mely a migráció és a homing mellett túlélési jelet is 
közvetít [127]. CD44 gátló antitesttel történő kezelés az Mcl-1 anti-apoptotikus fehérje-
szint csökkenését és alacsonyabb túlélést eredményezett [128]. Az MMP-9 a CLL-sejtek 
fő mátrix metalloproteináza, a bazális membrán és extracelluláris mátrix bontásában 
játszik szerepet. Emellett strómasejt-ko-kultúrás kísérletek anti-apoptotikus szerepét is 
igazolták [129]. A magas intracelluláris MMP-9 expresszió rosszabb prognózist jelez 
[129]. Csontvelőből, nyirokcsomóból izolált CLL-sejtek emelkedett MMP-9 szintet 
mutatnak; expresszióját a CXCR4 és CD49d/CD29 stimulációja is befolyásolja [130].  
10. ábra A CLL sejtek homingja, kiemelve a CD49d szerepét, Brachtl és mtsai, 
2013 nyomán [52]. 
A perifériás CLL-sejtek az alacsony affinitású CD49d/CD29 integrin részvételével az 
endothélsejtek felszínéhez kapcsolódnak, majd gördülni kezdenek (rolling) az 
endothél felszínen. Az integrinek aktivációja révén a CLL-sejtek megtapadnak, majd 
a CD38-CD31 interakció közvetítésével áthaladnak az endothélsejtek között A 
szövetekben történő inváziót a CD49d/CD29, CD38, CD44v, MMP-9 
makromolekuláris komplex (MMC) teszi lehetővé. A szöveti mikrokörnyezet sejtes és 
szolubilis elemei túlélési és proliferációs jelet szolgáltatnak a CLL-sejteknek. STOP 





A csontvelőben, nyirokcsomóban a CLL-sejtek a környező sejtekkel kialakított 
interakciók során proliferálnak és túlélési jeleket kapnak. Stop-szignálok hatására az 
adhéziós molekulák felszíni expressziója csökken a CLL-sejteken és a szövetekből a 




CLL esetén a rendkívül változatos betegséglefolyás okán a magas kockázatú 
betegcsoport becslése kiemelt fontosságú. A CLL egyik legfontosabb differenciál-
diagnosztikai markere a CD23. A differenciál-diagnosztikai szerepének ellenére a CLL-
sejtek változó mértékben fejezik ki a CD23-at, alacsony expressziója prognosztikus 
jelentőséggel is bír. CLL esetén nem ismert a CD23 izotípusok megoszlása a különböző 
CD23 expressziójú csoportokban, továbbá az sem, hogy az izotípusok aránya alapján 
elkülöníthetők-e betegség-alcsoportok, melyek kapcsolatosak a CLL progressziójával. 
A CLL progresszióban kiemelt szerepe van a tumor mikrokörnyezetnek. A 
mikrokörnyezeti interakciók fontos közvetítője a CD49d adhéziós molekula, mely a 
legmegbízhatóbb áramlási citométerrel detektálható prognosztikus marker. A CLL 
patogenezisében betöltött pontos szerepéről ellentmondásosak az eddig megjelent 
eredmények, különösen az apoptózis-gátlást tekintve, mely a CLL-sejtek egyik fő 









 Munkánk során a CLL-sejtek immunfenotípusát vizsgáltuk, különös tekintettel a 
CD49d és CD23 prognosztikus markerekre. Vizsgálatainkkal az alábbi kérdésekre 
kerestük a választ: 
 
1. A CD23 expresszió szerepe a CLL prognózisában: 
• A CD23 izotípusok (CD23a és CD23b) expressziójának vizsgálata mRNS-
szinten CLL-sejtekben, valamint más CD23+ lymphoma sejtekben 
• A CD23 expresszió mutat-e korrelációt más prognosztikus vagy 
immunfenotípusos markerekkel 
• A CD23 expresszió összefüggése klinikai paraméterekkel, valamint 
elkülöníthetők-e betegség-alcsoportok a CD23 expresszió alapján 
 
 
2. A magas CD49d expresszió szerepének vizsgálata: 
• A CD49d korrelációja prognosztikus markerekkel és mikrokörnyezeti 
interakciókért felelős felszíni molekulákkal 
• A CD49d-VCAM-1 kapcsolódás közvetlen szerepének in vitro vizsgálata az 
apoptózis-gátlásban, proliferációban, az aktin-átrendezésben, illetve 
immunfenotípus-váltásban  









 ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
3.1. Betegek 
A CD49d és más mikrokörnyezeti markerekkel foglalkozó in vitro kísérleteinkben 80 
CLL-ben szenvedő beteg perifériás vérmintáját használtuk fel. 4 beteg esetén csontvelő 
aspirátum mintákkal is dolgoztunk. A CD23 expressziós eredményekhez 54 CLL-es 
beteg anyagát (49 perifériás vérminta és 5 csontvelő aspirátum), 10 MZL-es beteg 
perifériás vérmintáját, illetve 13 MCL-es (12 perifériás vér, 1 csontvelő aspirátum) esetet 
vontunk be. A férfi/nő arányt, illetve az életkorokat tartalmazó adatokat a 2. táblázatban 
összegeztük. 
       2. táblázat A kísérletek beteganyagainak főbb jellemzői 
 
Kontrollnak reaktív tonsillából izolált B-sejteket, valamint perifériás mononukleáris 
sejteket használtunk, melyek egészséges alanyoktól származnak. A minták diagnózisát a 
WHO lymphoid tumorok klasszifikációjára vonatkozó kritériumainak megfelelően 
állították fel a Semmelweis Egyetem I. sz. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézetben 
[1]. A tanulmányba bevont betegek még soha vagy a kísérleteket megelőző 6 hónapban 
nem kaptak kezelést. A vizsgálatok a Helsinki Nyilatkozatnak megfelelően, a 
Semmelweis Egyetem Tudományos és Kutatásetikai Bizottságának (TUKEB) 







(CD49d expressziós kísérletek) 
1,4 66 43-83 
CLL  
(CD23 expresziós kísérletek) 
1,25 68 43-93 
MCL 1,3 63 52-87 




3.2. Lymphoma sejtek izolálása  
Perifériás vér és csontvelő aspirátum mintákból mononukleáris sejteket izoláltunk 
Ficoll-Histopaque oldattal (Sigma Aldrich, San Louis, MO, USA) történő 
sűrűséggrádiens centrifugálással.  
Tenyésztéses kísérleteinkhez olyan CLL-es mintákat használtunk fel, melyeknél a 
tumorsejtek aránya a mononukleáris sejtek között 90% feletti volt, ezt áramlási 
citometriával ellenőriztünk CD5 és CD19 koexpresszió alapján.  
A molekuláris vizsgálatokhoz izolált sejteket a felhasználásig -80°C-on tároltuk. 
 
3.3. RNS izolálás és reverz transzkripció 
A PCR és real-time PCR vizsgálatokhoz a sűrűséggrádiens centrifugálással izolált 
sejtekből Trizol reagenssel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) RNS-t nyertünk ki. Az RNS 
mennyiségét Nanodrop II fotométerrel mértük le (Wilmington, USA). Az izolált RNS-t 
felhasználásig -70°C-on tároltuk. 
Mintánként 2,5 μg RNS-ből készítettünk cDNS-t (reverz transzkripció) High 
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 
használatával. A reakcióelegyek összetételét a 3. táblázatban foglaltuk össze. A cDNS-ek 
átírása ABI 2720 (Applied Biosystems) PCR készülékben valósult meg az alábbi 
kondíciókkal: 25°C 10 perc, 37°C 120 perc. A cDNS mintákat a további felhasználásig   
-20°C-on tároltuk. 








10x Reverse Transcription puffer 5 μl 
25x dNTPs 2 μl 
10x random primers 5 μl 
MultiScribe Reverse Transcriptase 2,5 μl 
Nukleáz mentes víz 10,5 μl 
RNS templát 25 μl 




3.4. CD23a és CD23b izoformák mRNS expresszió-analízise 
hagyományos és kvantitatív valós-idejű PCR-rel 
A CLL, MCL, MZL és egészséges kontroll B-sejtek CD23 mRNS expressziós szintjét 
RNS-izolálást és reverz transzkripciót követően először hagyományos PCR-rel 
ellenőriztük. Az amplifikációhoz a primereket Matsui és munkatársainak cikke alapján 
választottuk ki [131]. A beméréseket a 4. táblázatban foglaltuk össze. Az amplifikációt 
ABI 2720 PCR készülékben (Applied Biosystems) végeztük el az alábbi 
ciklusparaméterekkel: [98°C 30 másodperc, 98°C 10 másodperc, 68°C 30 másodperc, 
72°C 30 másodperc] x 35 ciklus, 72°C 7 perc. Az amplifikált termékek detektálása agaróz 
gél-elektroforézissel történt. 
4. táblázat Hagyományos PCR reakcióelegy-összetétele 
Komponens Térfogat/reakció 
HF (High-Fidelity) puffer 4 μl 
dNTP 2 μM 2 μl 
Forward és reverse primerek  1-1 μl 
Phusion polimeráz 0,2 μl 
Nukleáz mentes víz 8,8 μl 
cDNS templát 3 μl 
Végtérfogat 20 μl 
 
A CD23 izoformák kvantitatív analízisét valós-idejű (real-time) PCR technikával 
végeztük el. A CD23a és CD23b izoformák tanulmányozásához TaqMan® 
génexpressziós rendszert használtunk. A CD23 izoformákra specifikus TaqMan® 
próbákat Primer express szoftverrel (Applied Biosystems) terveztük meg, melyeket az 5. 
táblázatban foglaltunk össze. A polimeráz láncreakciót ABI Prism 7300 Sequence 
Detection Sytem valós-idejű PCR géppel végeztük el (Applied Biosystems). Az 
amplifikáció 100 ng cDNS tempát felhasználásával 50 cikluson keresztül 20 μl 




expressziós értékek normalizálásához belső kontrollként ß—aktin gént (TaqMan® 
Control Reagent, Life Technologies, 4352935E) alkalmaztunk. Minden minta esetén 
három párhuzamos mérést futtattunk. Kiértékeléséhez a Sequence Detection Software 1.3 
programot (Applied Biosystems) használtuk. A program az eredményeket CT (threshold 
cycle) értékben fejezi ki, mely azt a ciklusszámot jelöli, ahol a relatív fluoreszcencia-szint 
eléri az általunk beállított küszöbértéket. A CD23 izoformák relatív expresszióját CT 
módszerrel határoztuk meg: ez kifejezi a CLL-, MCL- és MZL-sejtek esetén a CD23a és 
CD23b mRNS-esek expresszióját az egészséges kontroll alanyokhoz képest a belső 
kontroll (ß—aktin) értékéhez normalizálva.  




CD23a-TaqMan 5’-6FAM CCAAGCAGGACCGC-MGB-3' 
CD23b-F 5’-TCAGAGGCCAAATAGAACAGGAA-3’ 
CD23b-R 5’-GGCTTGGAGGATTCATTATGCT-3’ 
CD23b-TaqMan 5’-6FAM TTGGAACAAGCAGAATT-MGB 
 
                                6. táblázat A real-time PCR hőprofilja 
Lépés Hőmérséklet/Idő 
Aktiváció 50°C, 2 perc 
Kezdeti denaturáció 94°C, 10 perc 
Denaturáció 94°C, 15 másodperc 







3.5. Immunfenotípus meghatározása áramlási citometriával 
Az áramlási citometriás mérésekhez a sejteket fluoreszcens festékkel direkt jelölt 
monoklonális antitestekkel jelöltük. Ezeket a 7. táblázatban foglaltuk össze.  
A CD23 expressziós vizsgálatok esetén az áramlási citometriás mérésekhez a CLL-
sejteket nem izoláltuk; a vér és csontvelő mintákban lévő vörösvértesteket FACS Lysing 
oldattal (BD Biosciences) távolítottuk el.  
A sejttenyésztéses vizsgálatoknál izolált CLL-sejtekkel dolgoztunk, melyeket PBS-
ben vettünk fel a jelöléshez. A méréseket FACSCalibur (BD Biosciences) áramlási 
citométerrel végeztük el, az eredmények kiértékelése CellQuest Pro szoftverrel (BD 
Biosciences) történt. Az áramlási citométer beállításait és fluoreszcens kompenzációit 
caliBRITE gyöngyökkel (BD Biosciences) rendszeresen ellenőriztük. Minden mintából 
20000 eseményt mértünk le. Az eredmények kiértékelésekor az FSC-SSC dotploton a 
lymphocyta kapura gateltünk, ezen belül a vizsgáltuk a CD19+ populáció 
immunfenotípusát. A 7 nap tenyésztést követően mért mintáknál az élő sejteken belül 
elemeztük a CD19+ sejtcsoport immunfenotípusát. A CD49d pozitivitás 
meghatározásához az irodalom által javasolt 30%-os cut-off értéket használtuk (72-74). 
A CXCR4 cut-off értékét (62,1) 80 db perifériás CLL mintánál mért átlagos 
fluoreszcencia intenzitás (MFI) mediánja adta. Az eredményeket átlagos fluoreszcencia 













7. táblázat Immunfenotípus meghatározásához alkalmazott antitestek 
ellenanyag klón gyártó 
anti-CD5-FITC DK23 DAKO Glostrup, Denmark 
anti-CD49d-PE L25 BD Biosciences, San Jose, CA, USA 
anti-CD19-PC5.5 J3-119 Beckman Coulter, Brea, CA, USA 
anti-CD38-FITC AT13/5 DAKO 
anti-CD29-PE HUTS-21 BD Biosciences 
anti-CD29-APC MAR4 BD Biosciences 
anti-CD184 (CXCR4) -PE 12G5 BD Biosciences 
anti-CD80-FITC L307.4 BD Biosciences 
anti-CD86-PE 2331 BD Biosciences 
anti-CD126-APC UV4 BioLegend, San Diego, CA, USA 
anti-CD20-PE-Cy5 B-Ly1 DAKO 
anti-CD22-PE 4KB128 DAKO 
anti-CD23-PE MHM6 DAKO 
anti-CD44-FITC BJ18 BioLegend 












A CD23 expresszióval kapcsolatos CLL eseteknél a del11q23, del17p13, del13q, 
12tri, az MCL eseteknél a t(11;14) kromoszómaaberrációkat FISH analízissel detektáltuk. 
A vizsgálatokat a Semmelweis Egyetem I. sz. Patológiai és Kísérleti Rákkutató Intézet 
FISH laboratóriuma végezte el rutin diagnosztikai protokollok szerint. Az analízis az 
alábbi próbákkal valósult meg: CEP11/ATM, CEP17/p53, 13q34/13q14, CEP12 és LSI 
IGH/CCND1 (Abbott Laboratories (Vysis), IL).  
 
3.7. Sejttenyésztés 
Az izolált CLL-sejteket 2x106 sejt/ml koncentrációban tenyésztettük 10% fötális 
szarvasmarha savóval (FBS; Sigma Aldrich), gentamycinnel (Sandoz, Boucherville, QC, 
Kanada) és 2mM L-glutaminnal (Gibco, Carbbad, CA, USA) kiegészített RPMI-1640 
médiumban (Sigma Aldrich). A CLL-sejteket 7 napig tenyésztettük különböző 
körülmények között: 1) CLL-sejtek önmagukban, 2) VCAM-1 fedett plate-n vagy 3) 
BMSC ko-kultúrában.  
A BMSC ko-kultúrás kísérletekhez Dr. Plander Márk bocsátotta rendelkezésünkre 
az általa izolált és tenyésztett, majd felhasználásig folyékony nitrogénben fagyasztva 
tárolt strómasejteket. A csontvelői strómasejt kultúrák kóros sejtet nem tartalmazó, rutin 
diagnosztikai csontvelő aspirátumból izolált mononukleáris sejtekből származtak. A 
fagyasztásból felvett sejteket 2x104 sejt/ml koncentrációban tenyésztettük 24 lyukú plate-
n 20% FBS-t, gentamycint és 2mM L-glutamint tartalmazó DMEM médiumban 
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium; Sigma Aldrich). A ko-kultúrákhoz a 
strómasejtekről óvatosan leszívtuk a DMEM médiumot, majd rárétegeztük az RPMI-
1640 médiumban (10% FBS, gentamycin, L-glutamin) szuszpendált CLL-sejteket 2x106 








3.8. Plate-k és tárgylemezek VCAM-1 coatolása 
48 lyukú plate-t vagy tárgylemezt 10 μg/ml, bikarbonát pufferben hígított VCAM-1 
molekulával (R&D Systems, Minneapolis, USA) coatoltunk 2 órán keresztül 37 °C-on 
vagy egy éjszakán át 4°C-on. Miután a VCAM-1 oldatot leszívtuk, háromszor mostuk 
PBS pufferrel, majd a nem specifikus kötőhelyeket 1%-os BSA oldattal blokkoltuk 2 órán 
keresztül 37°C-on. A BSA oldat leszívása után a plate-t vagy a tárgylemezt háromszor 
mostuk PBS pufferrel, majd rámértük az izolált CLL sejt-szuszpenziót. 
 
3.9. Apoptózis-mérés 
7 nap tenyésztést követően mintánként 105 sejtet kétszer mostunk PBS pufferrel, majd 
100 μl Annexin V Binding pufferben szuszpendáltunk fel. A sejteket 5 μl Annexin V-
Alexa 647 (Biolegend) és 1mg/ml propidium-jodid (PI-Sigma Aldrich) festékekkel 
jelöltük meg. 15 perc inkubációt követően a sejtszuszpenzióhoz 100 μl Annexin V 
Binding puffert adtunk, majd FACSCalibur áramlási citométerrel mértük és CellQuest 









3.10. Sejtciklus-vizsgálat  
5x105 sejtet jéghideg 70%-os etanolban fixáltunk, majd alkalikus extrakció (200 mM 
Na2HPO4, pH 7,4) és RNáz (Sigma Aldrich) kezelést követően 1 mg/ml PI-vel festettünk 
meg. Az áramlási citometriás mérések FACSCalibur készüléken valósultak meg, a 
kiértékelést Kaluza szoftverrel (Beckman Coulter, Brea, CA) végeztük. A PI 
fluoreszcenciája alapján az S és G2/M fázisban lévő sejteket tekintettük proliferatív 
frakciónak (12. ábra). 
 
 
3.11. Proliferációs markerek detektálása áramlási citometriával 
A Ki67 és ciklinD2 proliferációs markereket intracelluláris kettős jelöléssel 
vizsgáltuk. Mintánként 106 izolált CLL sejtet intracelluláris jelölésre ajánlott IntraStain 
Kit-tel (Dako) fixáltunk és permeabilizáltunk. Ezt követően a mintákat nyúl anti-Ki67 
(clone SP6, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MAS, USA) és egér anti-ciklinD2 (clone 
131205, AbD Serotec, Düsseldorf, Germany) jelöletlen elsődleges antitesttel jelöltük és 
30 percig inkubáltuk. PBS-mosást követően kecske anti-egér IgG-FITC (DAKO) és 
szamár anti-nyúl IgG-Cy5 (Jackson ImmunoResearch,) másodlagos ellenanyagokkal 
jelöltük a sejteket. A Ki67 és ciklinD2 markerek detektálása FACSCalibur áramlási 
citométerrel történt.  
  
12. ábra Egy proliferatív CLL-es minta analízise.  
A sejtciklust a propidium-jodid fluoreszcenciájának alapján elemeztük. Proliferatív 




3.12. A CD29 konformációváltozásának valós-idejű detektálása áramlási 
citometriával 
A CD49d/CD29 komplex konformációját a CD29 lánc magas affinitású 
konformációjára specifikus anti-CD29-PE (clone HUTS-21, BD Biosciences) antitesttel 
vizsgáltuk. Az antitest csak akkor képes kötődni és detektálható jelet adni, ha a CD29 
lánc aktív konformációban van jelen a sejtek felszínén. Aktiválás nélkül, alapállapotban 
CLL-sejteken és myeloma sejteken is elvégeztük a CD29 jelölését, utóbbiaknál az 
analízis Navios áramlási citométerrel (Beckman Coulter) történt. 
A CD29 aktiválását Chigaev és munkatársai által kidolgozott protokollja alapján 
végeztük el [132]. Az aktiválást valós-időben (real-time) végeztük, a detektálás 
FACSCalibur áramlási citométerrel történt. Csövenként 6x105 izolált CLL-sejtet 500 μl 
RPMI-1640 médiumban vettünk fel. Az áramlási citométeren először 30 másodpercen 
keresztül a jelöletlen sejtek mérésével alapjelet detektáltunk (autofluoreszcencia), ezután 
a mérést megszakítottuk, a mintát vízfürdőbe helyeztük és 15 μl anti-CD29-PE (clone 
HUTS-21) antitesttel jelöltük. Alapos vortexelés után a mintát 1 percig vízfürdőbe 
helyeztük, majd folytattuk a mérést 1 percen keresztül. Az aktív konformáció valós-idejű 
kiváltásához a mérést szüneteltettük, a sejteket vízfürdőbe helyezve 10 μg/ml VCAM-1 
oldattal kezeltük, majd 2 perc múlva folytattuk az áramlás citometriai detektálást. A 
további aktivációhoz 200 ng/ml CXCL12 kemokinnel (Merck) vagy 0,25 μg TS2/16 
monoklonális antitesttel (clone TS2/16, eBioScience) kezeltük a sejteket vízfürdőben. A 
maximálisan kiváltható aktív konformációt 3 mM MnCl2 (Sigma Aldrich) stimulációval 
értük el. Az áramlási citometriás adatokat összesen 1024 másodpercig gyűjtöttük. Egy 
reprezentatív minta mérését mutatja be a 13. ábra.  




A HUTS-21 antitest izotípus kontrolljaként egér IgG2a κ-PE (BD Biosciences) 
antitestet használtunk. A CD29 összmennyiségét egy aktiváció-független epitóphoz 
kötődő anti-CD29-APC (clone MAR4, BD Biosciences) antitesttel határoztuk meg. 
 
3.13. Phalloidin jelölés és detektálása konfokális mikroszkóppal 
105 izolált CLL sejtet 10 μg/ml VCAM-1 vagy 1% BSA oldattal fedett fedőlemezre 
tapasztottunk ki 30 percen keresztül 37°C-on. A nem kötődő sejteket PBS pufferrel való 
mosással távolítottuk el, majd a CLL-sejteket 4% paraformaldehid oldattal (Reanal) 
fixáltuk 10 percen át 4°C-on. Ezután a fedőlemezeket PBS pufferrel háromszor átmostuk, 
majd 0,2% Triton-X oldattal (Sigma Aldrich) permeabilizáltuk a sejteket 5 percig 
szobahőmérsékleten. Háromszori PBS mosást követően a CLL-sejteket phalloidin-
TRITC-cel (Sigma Aldrich, hígítás:1:200) jelöltük és 30 percen keresztül inkubáltuk 
sötétben, szobahőmérsékleten. PBS mosás után a fedőlemezeket fluoreszcens 
vizsgálatokra alkalmas fedőfolyadékkal fedtük le (Fluorescent Mounting Medium, Dako) 
és tárgylemezekre helyeztük. A mintákról konfokális mikroszkóppal (Nikon TE 300) 
készítettünk képeket, majd ezeket ImageJ 1.48k (NIH, Bethesda, MD) programmal 
analizáltuk. Eredményként 3 különböző minta phallodin pozitív területeinek átlagát és 
szórását adtuk meg. 
 
3.14. Statisztika 
Statisztikai analízisekhez Wilcoxon-, Mann-Whitney-tesztet vagy Spearman- 
korrelációs koefficiens meghatározását alkalmaztunk, kategorikus változóknál (Rai, 
Binet stádiumok) Χ2-tesztet használtunk. SPSS szoftverrel (version 20.0; SPSS, Chicago, 
IL, USA) végeztük el az analízist, p<0,05 értéket tekintve szignifikánsnak. Az 







4.1. A különböző CD23 expresszió szerepe a CLL prognózisában  
 
4.1.1. A CD23 izotípusok expressziójának vizsgálata 
Annak ellenére, hogy a CD23 a CLL egyik legfontosabb differenciál-diagnosztikai 
markere, eltérő mértékben expresszálódik a CLL-sejtek felszínén. Magas és alacsony 
CD23 expressziójú csoportokat különíthetünk el (14. ábra). 
 
 
A CD23 izotípusok megoszlása a különböző CD23 expressziójú csoportokban nem 
ismert. Mivel a CD23 izotípusok (CD23a és CD23b) csak az első hat aminosavban térnek 
el az intracelluláris doménben, így antitesttel nem különíthetők el. Ezért RNS-szinten 
vizsgáltuk a CD23a és CD23b expresszióját. 
A CD23 izoformák mRNS szinttű expresszióját először hagyományos PCR-
technikával elemeztük. A CLL-es minták többségében (37/54) mindkét izoforma jelen 
volt, míg 17/54 esetben csak a CD23a izotípust detektáltuk (15. ábra). A kizárólag CD23a 
izotípussal rendelkező betegeket CLL1, a CD23a és CD23b izoformákat egyaránt 
expresszáló eseteket CLL2 csoportnak neveztük el. 






A továbbiakban kvantitatív valós-idejű PCR technikával vizsgáltuk a CD23a és 
CD23b izoformák relatív expresszióját a két CLL csoportban. Érdekes módon a CLL1 
csoportban is jelen volt a CD23b izoforma (16. ábra). A CD23a relatív expressziója 
mindegyik CLL-mintánál magasabb volt, mint a CD23b (p<0,0001) (16. ábra). A CLL1 
és CLL2 csoportokat elemezve alacsonyabb CD23a és CD23b szintet figyeltünk meg a 
CLL1 esetekben (p=0,0002; p=0,053). Ezt követően az alacsony CD23 expressziójú 
CLL1 csoport mRNS szintjét összehasonlítottuk a szintén leukémiás vérképpel járó 
CD23+ MCL és MZL esetek, valamint normál tonsillából izolált B-sejtek CD23 mRNS 
szintjével. MZL-sejtek szignifikánsan alacsonyabb CD23b expressziót mutattak 
(p=0,019), míg MCL esetében mindkét izotípus kisebb arányban volt jelen, mint a CLL1 
csoportban (p=0,036; p=0,003). Normál B-sejtek a CD23a és CD23b izoformákat 
alacsonyan expresszálták. 
15. ábra A CLL1 és CLL2 csoportok CD23 izotípus megoszlása. 
A bemutatott ábrák a hagymományos PCR-reakció végtermékei agaróz gél-







4.1.2. A CLL1 és CLL2 esetek immunfenotípusa 
 
 Megnéztük, hogyan korrelál a CLL1 és CLL2 csoportok CD23 mRNS expressziós 
mintázata a fehérje-szintű CD23 expresszióval. A felszíni CD23 szintet áramlási 
citométerrel detektáltuk. A CLL1 csoportban szignifikánsan alacsonyabb CD23 
kifejeződést detektáltunk, mint a CLL2 csoportban (p=0,002) (17. ábra). 
 
16. ábra A CD23 izotípusok relatív expressziója CLL2, CLL1, MZL, MCL és 
normál B-sejtek (kontroll) esetén. 
A CD23a és CD23b expressziók normalizálásához belső kontrollként ß—aktin gént 
használtunk. Az adatokat átlag és szórás formájában ábrázoltuk. A statisztikai elemzést 




Ezt követően összehasonlítottuk a két CLL csoport immunfenotípusát. A CLL1 
eseteknél magasabb volt a CD38+ sejtek aránya (p<0,002), illetve magasabb CD20 
expressziót detektáltunk, mint a CLL2 eseteknél (p=0,0004) (18. ábra). A CLL1 eseteknél 
magasabb CD22 szintet is detektáltunk, azonban ez nem bizonyult statisztikailag 
szignifikánsnak (p=0,06). 
17. ábra CLL1 és CLL2 csoportok CD23 expressziója. 
A CD23 expresszióját áramlási citométerrel detektáltuk. Az ábra mintánként (CLL1: 
n=12; CLL2: n=36) ábrázolja a mért CD23 MFI értékeket, feketével az MFI-értékek 
mediánját jelöltük. A statisztikai analízist Mann-Whitney-teszttel végeztük el. 
18. ábra CLL1 és CLL2 csoportok immunfenoípusa. 
A felszíni markerek expresszióját áramlási citométerrel detektáltuk. A bemutatott 
eredmények a CLL1 (n=13) és CLL2 (n=35) minták esetén mért CD38 pozitív sejtek %-a, 
valamint a CD22, CD20 MFI értékek átlaga és szórása. A statisztikai analízist Mann-





Mivel ismertek CD23+ atípusos MCL esetek, a hasonló fenotípus miatt minden CLL1 
mintánál elvégeztük az MCL-re jellemző t(11;14) FISH-vizsgálatot. Minden általunk 
vizsgált CLL1 eset negatív volt a t(11;14) transzlokációra. 
 
 
4.1.3. A CLL1 és CLL2 csoportok klinikai adatainak összehasonlítása 
A különböző CD23 expressziójú csoportok klinikai paramétereit összevetve nem 
találtunk szignifikáns eltérést. A CLL1 csoportban több nő beteg volt, a diagnóziskori 
átlagéletkor pedig magasabbnak adódott. A CLL1 betegek előrehaladottabb Rai-
stádiummal kerültek diagnózisra (19. ábra), valamint nagyobb volt a kezelést igénylő 
esetek aránya, mint a CLL2 eseteknél (70% vs 42%). Továbbá a CLL1 csoport 
alacsonyabb perifériás fehérvérsejt-számmal rendelkezett (51,07±18,5 vs 81,7±31,2). 
Azonban ezek a különbségek nem bizonyultak szignifikánsak.  
4.1.4. Prognosztikai markerek vizsgálata a CLL1 és CLL2 csoportokban 
Megvizsgáltuk a FISH analízissel detektálható prognosztikus kromoszóma-
aberrációk előfordulását a CLL1 és CLL2 csoportokban. A CLL1 esetek többsége (14/17) 
12-es triszómiával rendelkezett, egy eset a 12tri mellett 13q deléciót is hordozott (8. 
táblázat). Érdekes módon, a CLL2 betegek egyikében sem találtunk 12tri-t (0/37).  
19. ábra CLL1 (n=10) és CLL2 (n=23) betegcsoportok diagnóziskor észlelt Rai-










11q(%) CEP12(%) 13q(%) 17p(%) t(11;14)(%) Egyéb eltérés 
1 0 80 0 0 0   
2 0 0 0 0 0   
3 0 85 0 0 0   
4 0 33 0 0 - 43% 3 IgH szignál 
5 0 0 0 0 0 72% 3 IgH szignál 
6 0 40 0 0 0   
7 0 0 0 0 0   
8 0 46 65 0 0   
9 0 65 0 0 0   
10 0 61 0 0 -   
11 - 50 - - -   
12 - 45 - - 0   
13 0 55 - 0 0   
14 - 50 - - 0   
15 - 70 - - 0   
16 0 90 0 0 0   




4.2. A magas CD49d expresszió szerepének vizsgálata 
 
4.2.1. A CD49d expresszió korrelációja prognosztikus és mikrokörnyezeti 
interakcióban részt vevő markerekkel 
A CD49d különböző mértékben expresszálódik a CLL-sejtek felszínén. 
Megkülönböztetünk CD49d-, CD49d+, illetve bifázikus eseteket (20. ábra). A CD49d 
pozitivitás mértékének az irodalom alapján a 30%-os cut-off értéket használtuk. 
 
Megvizsgáltuk, a magas kockázatú betegcsoportot jelző CD49d szintje korrelál-e 
áramlási citométerrel detektálható prognosztikus markerekkel, illetve mikrokörnyezeti 
interakciók kialakításában meghatározó molekulákkal. Az irodalmi adatoknak 
megfelelően pozitív korrelációt találtunk a CD38 szintjével perifériás vérből frissen 
izolált CLL-sejteken (21. A. ábra). A CD23 esetén szignifikáns negatív összefüggést 
figyeltünk meg a CD49d szintjével (21. B. ábra).  
A CD49d pozitívan korrelál a vele egy komplexben lévő CD29 molekulával (21. C. 
ábra). Továbbá a CD19 BCR ko-receptorral pozitív, míg a CXCR4 kemokinreceptorral 
negatív összefüggést találtunk (21. D., E. ábra). Emellett a CD49d kifejeződése a CD5 
aktivációs marker, CD80, CD86 kostimulációs molekulák, CD44 adhéziós molekula és a 
ROR1 szintjétől függetlennek bizonyult.  





21. ábra A CD49d korrelációja a CD38, CD23, CD29, CD19, CXCR4 
markerekkel. 
A felszíni molekulák expresszióját perifériás vérből frissen izolált CLL sejteken 
(n=80, CD23 esetén n=26) határoztuk meg áramlási citométerrel. A CD49d esetén 
a CD49d pozitivitás %-át, a többi markernél az átlagos fluoreszcencia intenzitás 
(MFI) értékét adtuk meg. A korrelációk erősségét Spearman-féle korrelációs 





4 esetben összehasonlítottuk ugyanazon beteg perifériás véréből és csontvelő 
aspirátumából izolált CLL-sejtjeinek CD49d expresszióját. Igazoltuk a korábbi 
eredményeket, miszerint a csontvelői CLL-sejtek fokozottabb CD49d expresszióval 
jellemezhetők (22. ábra).  
 
 
4.2.2. A CD49d direkt apoptózis-gátló szerepének vizsgálata 
A továbbiakban megvizsgáltuk, van-e közvetlen szerepe a CD49d/CD29-VCAM-
1 interakciónak a CLL-sejtekre jellemző apoptózis-gátlás kiváltásában. Kíváncsiak 
voltunk, hogy a rosszabb prognózist jelző CD49d+ esetek hosszabb túléléssel 
rendelkeznek-e in vitro, mint a CD49d- minták. 
Perifériás vérből izolált CD49d+ és CD49d- CLL-sejteket tenyésztettünk a CD49d 
ligandjával, VCAM-1 molekulával fedett felszínen, majd 3, 7 nap tenyésztést követően a 
túlélő sejtek arányát áramlási citométerrel határoztuk meg. Eredményeink alapján a 
VCAM-1 nem csökkentette a CLL-sejtek spontán apoptózisát sem a CD49d+, sem a 
CD49d- esetekben (23. ábra). Modellezve a keringő a VCAM-1 hatását, 3 esetben 
szolubilis formában kezeltük a CLL-sejteket VCAM-1 molekulával, azonban így sem 
tapasztaltunk eltérést a túlélésben. 
 Kíváncsiak voltunk, hogy a szupportív csontvelői mikrokörnyezetben van-e a 
különbség CD49d+ és CD49d- CLL-sejtek túlélésében. A csontvelői környezet 
modellezésére csontvelő aspirátumból izolált BMSC kultúrát alkalmaztunk. Igazoltuk a 
korábban leírt eredményeket, miszerint BMSC ko-kultúrában a CLL-sejtek 




szignifikánsan magasabb túlélést mutatnak mind 3, mind 7 nap tenyésztést követően 
(p=0,046) (23. ábra). 7 napnál még kifejezettebb volt a BMSC-k anti-apoptotikus hatása, 
így a további kísérleteknél ezt a tenyésztési időt alkalmaztuk. Érdekes módon, nem 
találtunk különbséget a BMSC-k által kiváltott túlélési hatásban a CD49d+ és CD49d- 
esetek között (23. ábra).  
23. ábra CD49d+és CD49d- CLL-sejtek túlélése médiumban (kontroll), BMSC-ko-
kultúra vagy VCAM-1 stimuláció hatására 3 és 7 nap tenyésztést követően. 
Az élő sejtek arányát Annexin V/PI jelöléssel határoztuk meg. Az ábrázolt adatok 
mindkét CD49d csoport esetén 6 minta átlaga és szórása. A szignifikancia-szinteket 




Az apoptózis-értékeket vizsgálva nagyfokú varianciát tapasztaltunk az egyes 
minták között. A különböző CD49d expressziójú eseteket összehasonlítva, a CD49d+ 
CLL-sejteknél szignifikánsan nagyobb spontán apoptózist detektáltunk mind BMSC 
nélkül (p=0,028), mind BMSC-vel együtt-tenyésztve (p=0,046) (23. ábra). 
Habár a strómasejtek védőhatása függetlennek bizonyult a CLL-sejtek CD49d 
expressziójától, összefüggést mutatott a CD49d-vel fordítottan korreláló CXCR4 
szintjével. Alacsony és magas CXCR4 expressziójú CLL-csoportokra bontva a CLL-
eseteket azt tapasztaltuk, hogy az alacsony CXCR4 szintet mutató CLL-sejteknél 
nagyobb mértékű a strómasejtek túlélési hatása (24. ábra). Ez a mikrokörnyezeti jelekre 
szenzitívebb csoport a kifejezettebb protektív hatás ellenére nagyobb spontán apoptózis 
rátával jellemezhető, mint a magas CXCR4 expressziójú CLL-sejtek (24. ábra). 
24. ábra Alacsony és magas CXCR4 expressziójú CLL-esetek túlélése médiumban 
(kontroll) vagy BMSC ko-kultúrában 7 nap tenyésztést követően. 
Az élő sejtek arányát Annexin V/PI jelöléssel határoztuk meg. Az oszlopdiagramok 
mindkét CXCR4 csoport esetén 6 minta átlagát és szórását ábrázolják, a vonaldiagramok 





4.2.3. A CD49d-VCAM-1 kapcsolódás proliferáció-indukáló hatásának vizsgálata 
Bár a CLL-sejtek fő proliferációs helyszíne a nyirokcsomó és a csontvelő, 
megvizsgáltuk perifériás vérből izolált CLL-sejtek esetén, hogy a CD49d-kezelés kivált-
e proliferációt. VCAM-1 felszínen, illetve BMSC-vel együtt-tenyésztett CD49d+ és 
CD49d- CLL-sejtek sejtciklus-analízisét (n=65) és 15 esetben a ciklinD2, Ki67 markerek 
mérését végeztük el 3, 7 nap tenyésztést követően. A perifériás vérből izolált CLL-minták 
többsége (61/65) nem mutatott proliferációt 3, 7 nap elteltével. Kísérleteinkben sem a 
VCAM-1 kezelés, sem a BMSC-ko-kultúra nem indukált proliferációt a CD49d+ és 
CD49d- CLL-sejteknél.  
4 mintánál detektáltunk proliferációt, függetlenül a tenyésztési körülményektől. Az S 
és G2/M fázisban lévő sejtek aránya 3% és 6% között volt. Mind a négy proliferatív minta 
az alábbi fenotípussal rendelkezett: CD5++, CD49d+, CD38+, CD86+, CD19++, alacsony 






4.2.4. A CD49d/CD29 komplex aktív konformációjának vizsgálata 
Mivel kísérleteinkben a CD49d stimulációja sem túlélési, sem proliferáció-indukáló 
hatást nem váltott ki, megvizsgáltuk jelen van-e, illetve kiváltható-e a CD49d/CD29 
komplex aktív konformációja a CLL-sejtek felszínén. A magas affinitású aktív forma 
teszi lehetővé a ligandkötés által kiváltott outside-in jelátvitelt. Az aktív konformációt a 
CD29 lánc hibrid doménjére specifikus antitesttel (clone HUTS-21) detektáltuk. A hibrid 
domén csak a magas affinitású, nyitott konformációban tárul fel és válik elérhetővé a 
HUTS-21 antitest számára (25. ábra) [132-134]. 
 
A konformáció-specifikus antitest kötődése alapján, perifériás vérből frissen izolált 
CLL-sejteken (n=80) a CD49d/CD29 komplex inaktív konformációban van jelen. 4 
esetben csontvelő-aspirátumból izoláltunk CLL-sejteket, azonban ezek felszínén sem 
detektáltunk magas affinitású konformációt (26. ábra).  
26. ábra A CD29 magas affinitású konformációjának expressziója frissen izolált 
perifériás vér és csontvelői CLL-sejtek felszínén. 
A dot-plotok 1-1 reprezentatív minta HUTS-21 aktivációs epitóp expresszióját 
mutatják áramlási citometriás detektálást követően. 
25. ábra Az aktív konformációra specifikus HUTS-21 antitest kötődése, Barthel és 




Ezt követően megvizsgáltuk, különböző stimulusokkal kiváltható-e az aktív 
konformáció. Az aktiválást CD49d+ perifériás vér CLL mintánál (n=3) végeztük el valós 
idejű aktivációval, áramlási citométerrel detektálva. A CD49d+ CLL-sejteket először 
VCAM-1 liganddal kezeltük, majd CXCL12 kemokint vagy közvetlenül aktiváló TS2/16 
klónú anti-CD29 antitestet [135] adtunk a sejtszuszpenzióhoz. Technikai kontrollként 
Mn2+-stimulációt alkalmaztunk, mely maximális integrin-aktivációt vált ki. A VCAM-1 
hozzáadása növelte a HUTS-21 antitest kötődését, tehát a magas-affinitású konformáció 
mennyiségét (27. ábra). CXCL12 vagy a TS2/16 kezelés tovább fokozta a HUTS-21 
kötődését. A Mn2+-kezelés a maximálisan elérhető magas affinitású konformációt jelzi. 
A kezelések az össz-CD29 szintet nem befolyásolták, amelyet egy aktiváció-független 
CD29 antitest (klón MAR4) alkalmazásával bizonyítottunk (28. ábra). 
Az eredmények alapján látszik, hogy CLL-sejteken a CD49d/CD29 komplex inaktív 
állapotban van jelen, azonban ligandkötés és más aktiváló kezelések hatására normál 
aktivációra képes. 
27. ábra A CD29 (β1) lánc konformációjának vizsgálata 
különböző aktiváló kezelések hatására CD49d+ CLL 
sejtek (n=3) esetén.  
A kezeletlen sejtek HUTS-21 klónú anti-CD29-PE antitest 
MFI értékét tekintettük 1-nek, ennek arányában fejeztük ki 
a kezelések hatására bekövetkező MFI-változásokat. A 
HUTS-21 epitóp expressziója a CD49d/CD29 molekula 
magas affinitású konformációját jelzi. 
 
 
CD29 (clone MAR4) 
28. ábra Össz-CD29 
expresszió (clone MAR4 
antitesttel jelölve) 
aktiváció előtt (piros) és 
után (kék). A bemutatott 





4.2.5. CD49d+ és CD49d- CLL-sejtek aktin-átrendeződésének vizsgálata VCAM-1 
hatására 
Az integrinek által kiváltott aktin-átrendeződés elengedhetetlen a sejtek adhéziójához, 
migrációjához. A továbbiakban összehasonlítottuk CD49d+ és CD49d- CLL-sejtek aktin-
polimerizációját VCAM-1 kezelés hatására. 
Perifériás vérből izolált CD49d+ és CD49d- CLL-sejteket VCAM-1 molekulával 
fedett lemezre tapasztottunk ki, majd az F-aktint jelölő phalloidin-festést követően 
konfokális mikroszkóppal analizáltuk a sejteket. CD49d+ CLL-sejtek esetén a VCAM-1 
jelentős aktin-átrendeződést váltott ki, összehasonlítva a kontroll (BSA) lemezre adherált 
CLL-sejtekkel (p=0,0001) (29. és 30. ábra). A CD49d- CLL-sejteknél nem detektáltunk 





29. ábra CD49d+ és CD49d- CLL-sejtek aktin-polimerizációja VCAM-1 kezelés 
hatására. 
Az ábrázolt adatok mindkét CD49d-csoportnál 3 különböző minta esetén mért 










4.2.6. CD49d+ és CD49d- CLL-sejtek immunfenotípus-változása VCAM-1 vagy 
BMSC-ko-kultúra hatására 
Kíváncsiak voltunk van-e különbség a CD49d+ és CD49d- CLL-sejtek 
immunfenotípus-változásában VCAM-1 felszínen vagy BMSC ko-kultúrában való 
tenyésztés hatására. Aktivációs markerek (CD5, CD38), BCR koreceptor (CD19), 
adhéziós molekulák (CD49d, CD29, CD44), kostimulációs molekulák (CD80, CD86), 
citokin- és kemokin-receptorok (CD126, CXCR4) expresszióját vizsgáltuk 7 nap 
tenyésztést követően. 
A VCAM-1 kezelés nem indukált változást a felszíni molekulák expressziójában 
egyik CD49d-csoportban sem. BMSC ko-kultúrában szignifikánsan emelkedett CD5, 
CD49d, CD44, CD19, CD126 szintet detektáltunk, míg a CXCR4 expressziója csökkent 
strómasejtek jelenlétében (31. ábra). A CD38, CD80, CD86 és ROR1 változása nem 
mutatott egyértelmű tendenciát.  
A különböző CD49d expressziójú csoportokat összehasonlítva a CD49d+ CLL-
sejteknél szignifikánsan nagyobb mértékben növekedett a CD5 expresszió stróma 
jelenlétében, mint a CD49d- eseteknél (p=0,03) (31. ábra). A CD29 esetén csak a CD49d+ 
30. ábra Egy reprezenztatív CD49d+ minta phalloidin festődése VCAM-1 vagy 




CLL-sejteknél tapasztaltunk expresszió-növekedést BMSC hatására, habár a CD29 a 
CD49d- sejteknél is gyenge pozitivitást mutatott. A többi markert vizsgálva nem találtunk 
különbséget a BMSC-által indukált fenotípus-változásban a CD49d+ és CD49d- CLL-
sejtek között. 
 
31. ábra CD49d+ (n=6) és CD49d- (n=6) CLL-sejtek immunfenotípusának 
összehasonlítása médiumban (kontroll) vagy BMSC ko-kultúrában történő 7 napos 
tenyésztést követően.  
A CD49d+ eseteket szürkével, a CD49d- mintákat feketével jelöltük. Az ábrák a felszíni 
molekulák esetén mért MFI értékeket mutatják be mintánként. A statisztikai analízist 




4.2.7. Különböző CD49d és CXCR4 expressziójú betegcsoportok klinikai 
adatainak elemzése  
A CD49d esetén jól ismert prognosztikai jelentősége, azonban a CXCR4 esetleges 
prediktív szerepét még nem vizsgálták. Kíváncsiak voltunk, hogy a mikrokörnyezeti 
tényezőktől való függés megmutatkozik-e a klinikai paraméterekben. Összehasonlítottuk 
a különböző CD49d és CXCR4 expressziójú esetek diagnóziskor besorolt klinikai 
stádiumait (Rai-, Binet-stádium), a diagnóziskor mért szérum LDH szintet és abszolút 
lymphocyta számot (ALC), a kezelés szükségességét, az első kezelésig eltelt időt (TTT), 
valamint a citogenetikai eltérések előfordulását. A CD49d expresszió függvényében 54, 
a különböző CXCR4 szint esetén 53 beteg klinikai paramétereit hasonlítottuk össze. 
A magas (n=27) és alacsony (n=27) CD49d expresszióval rendelkező betegek 
életkora a diagnóziskor nem tért el (9. táblázat). A betegek neme tekintetében a CD49d- 
eseteknél sokkal nagyobb mértékű férfi túlsúlyt tapasztaltunk. 
 










betegek életkora 65,8 65,8 65,2 66,7 
férfi/nő arány 1,1 2,5 1,7 1,5 
LDH (U/L) 394,9±37,7 315,1±32,2 367,1±32 334,6±41 
ALC (G/L) 64,1±12,6 77,6±18 76,7±15 54,4±14,2 
kezelés szükségessége  
(betegek %-a) 
82% 52% 68% 55% 
TTT (nap) 642,7±158,5 1248,4±276 827,9±192 1176,4±298 
citogenetikai eltérés jelenléte 
(betegek %-a) 




A CD49d+ esetek előrehaladottabb stádiummal kerültek diagnózisra, összehasonlítva 





Az előrehaladott stádiumot jelzi a CD49d pozitív esetek magasabb LDH szintje is 
(p=0,013) (9. táblázat). A CD49d-t kifejező betegek nagyobb arányban szorultak 
kezelésre (p=0,024), továbbá rövidebbnek bizonyult az első kezelésig eltelt idő (TTT – 
time to treatment; p=0,016), mint a CD49d- eseteknél. A CD49d pozitív csoport 
33. ábra CD49d- (n=27) és CD49d+ (n=27) betegek diagnóziskor észlelt 
Binet-stádium besorolása. 





agresszívebb kórlefolyását jelzi az is, hogy nagyobb arányban rendelkeztek valamilyen 
citogenetikai eltéréssel (p=0,03). Érdekes módon a CD49d+ betegeknél alacsonyabb 
perifériás abszolút lymphocyta számot (ALC) detektáltunk, bár ez nem mutatkozott 
szignifikánsnak. 
A továbbiakban összehasonlítottuk az alacsony (n=35) és magas (n=18) CXCR4 
expressziójú betegcsoportok klinikai paramétereit. Mindkét betegcsoportban férfi 
predominancia érvényesült, az átlagéletkorban különbség nem adódott (9. táblázat). 
Habár az alacsony CXCR4 szintet mutató esetek kismértékben előrehaladottabb Rai- és 
Binet-stádiummal kerültek diagnózisra, ez nem mutatkozott szignifikánsnak (34. és 35. 
ábra). Nem találtunk szignifikáns eltérést az LDH szintben, ALC értékben, a kezelés 
szükségességében, TTT-ben és a citogenetikai eltérés gyakoriságában az alacsony és 
magas CXCR4 szinttel rendelkező betegek között (9. táblázat). 
 
35. ábra Magas (n=18) és alacsony (n=35) CXCR4 expressziójú betegek 
diagnóziskor észlelt Binet-stádium besorolása. 
34. ábra Magas (n=18) és alacsony (n=35) CXCR4 expressziójú betegek 




CLL esetében ismert, hogy a Binet A betegcsoport klinikailag rendkívül heterogén. 
A jelzett korai stádium ellenére a Binet A CLL betegek egy részére nagyon gyors 
progresszió jellemző. Ezt a magas rizikójú betegcsoportot a CD49d pozitivitás jól jelzi 
előre [136]. Kíváncsiak voltunk, hogy a Binet A kohorton belül van-e prognosztikai 
szerepe a CXCR4 expressziónak. Eredményeink alapján az alacsony CXCR4 szinttel 
rendelkező betegek szignifikánsan magasabb LDH értéket mutattak a diagnóziskor, 
összehasonlítva a magas CXCR4 expressziójú esetekkel (351,6 vs 206,4; p=0,003). 
Továbbá az alacsony CXCR4 expressziójú Binet A CLL esetek nagyobb arányban 
szorultak kezelésre (50% vs 13%). Azonban az ALC-ben, TTT-ben, kromoszóma-
aberrációk meglétében szignifikáns eltérést nem tapasztaltunk a két CXCR4 betegcsoport 









A CLL indolens lefolyású megbetegedés, azonban a betegek egy részénél nagyon 
gyors progresszió, illetve malignus lymphomába való transzformáció alakul ki. A 
progresszió előrejelzése, korai felismerése kulcsfontosságú a terápia szempontjából. A 
prognosztikus faktorok sok esetben nemcsak a progressziót jelzik előre, hanem 
meghatározóak a betegség patogenezisében, így akár terápiás célponttá is válhatnak. A 
prognosztikus markerek áramlási citometriás vizsgálata gyors, könnyen alkalmazható, 
megbízható, valamint kiválóan használható követéses vizsgálatoknál. Kapuzással 
alpopulációk határozhatók meg, így az agresszívebb sejtcsoport is nyomon követhető. 
Jelen munkánkban az áramlási citométerrel detektálható CD23 és CD49d prognosztikus 
markerek szerepét vizsgáltuk CLL progressziójában. 
 
Dolgozatom első részét a CD23 differenciál-diagnosztikai és prognosztikai markerrel 
kapcsolatos vizsgálataink képezték. Munkánkban megvizsgáltuk a magas és alacsony 
CD23 expressziójú esetek CD23 izotípus-eloszlását. A CD23a expresszióját minden CLL 
esetnél magasabbnak találtuk, mint a CD23b-t, ahogy más CD23+ lymphománál (MCL, 
MZL), illetve normál B-sejtek esetében is. Irodalmi adatok alapján a CD23a a túléléshez, 
míg a CD23b a proliferációhoz járul hozzá [41]. A detektált magas CD23a és az 
alacsonyabb CD23b szint összhangban van a CLL-sejtek jellegzetességével, miszerint a 
periférián fokozott apoptózis-gátlást és csökkent proliferációt mutatnak. A CLL esetek 
többsége (CLL2) mindkét CD23 izoformát magasan expresszálta, míg a CLL-es minták 
egy kis részénél alacsonyabb CD23a és CD23b szintet detektáltunk (CLL1). A CLL1 
minták CD23 izotípus expressziója azonban magasabb volt, mint az MCL és MZL 
eseteknél.  
 
A csökkent CD23 izoformát mutató CLL1 csoport immunfenotípus alapján is eltért a 
CLL2 csoporttól. A CLL1 esetek alacsonyabb CD23, magasabb CD20, CD22 és CD38 
expresszióval rendelkeztek, összehasonlítva a CLL2 mintákkal. Az atipikus fenotípust 
mutató CLL1 minták többsége (14/17) 12tri eltérést hordozott. Érdekes módon a CLL2 
csoport egyikénél sem találtunk 12tri-t. A 12tri eltéréssel rendelkező CLL-sejtek atipikus 




CD18, CD29, CD11a, CD19, CD20, CD22, CD79b, FMC7, illetve csökkent CD43 
expresszió jellemző rájuk [27, 31, 33]. Azonban a 12tri összefüggését az alacsony CD23 
expresszióval még nem közölték. Úgy gondoljuk, az áramlási citométerrel detektált 
alacsony CD23, magas CD38, CD20 expresszió hatékonyan jelezheti a 12tri meglétét. A 





36. ábra A 12tri eltéréssel rendelkező CLL esetek lehetséges kiszűrése a CD23 
expresszió alapján.  
Az alacsony CD23 expresszió, kiegészítve a magas CD38, CD20, CD49d fenotípussal    
jelezheti a 12tri-t hordozó CLL-eseteket. Ezekben az esetekben a t(11;14), vagy a 




Ismert, hogy a 12tri aberrációval rendelkező CLL esetek fokozott CD49d 
expresszióval rendelkeznek [35, 137]. Ezt támogatja megfigyelésünk, miszerint a CD49d 
és a CD23 szint között fordított korrelációt detektáltunk. A CD49d mellett más 
migrációban fontos integrin expressziója is magasabb 12tri-t hordozó CLL mintákban 
(CD11a, CD11b, CD18, CD29) [33]. Emellett ezek az esetek fokozott adhéziót és 
motilitást mutatnak [33]. A magas CD49d és egyéb integrin expresszió fokozott 
nyirokcsomó homingot indukálhat, mely magyarázhatja a 12tri-t hordozó CLL betegekre 
különösen jellemző masszív nyirokcsomó megnagyobbodást és a gyakori Richter-
transzformációt [138, 139].  
A 12-es triszómiás esetek eltéréseket mutatnak a CD49d működését tekintve. Érdekes 
módon a 12tri lézióval rendelkező CLL mintáknál a CXCL12 nem képes kiváltani a 
CD49d/CD29 konformációváltozását, azonban a CCL21 igen [140]. Emellett 
egérmodellben elvégzett vizsgálatokkal bizonyították azt is, hogy a 12tri esetekben a 
CXCR4-CXCL12 tengely gátlása nem befolyásolta, míg a 12tri-t nem hordozó eseteknél 
nagy mértékben csökkentette a csontvelői homingot [140]. Ezen megfigyelések alapján a 
12tri aberrációt hordozó CLL-sejtek nemcsak fenotípusosan mutatnak eltéréseket, hanem 
biológiailag is különböznek. Ezek ismeretében feltehető, hogy a 12tri-vel rendelkező 
CLL betegek eltérő terápiát igényelnek. 
 
A fokozott integrin-aktivitás, homing ellenére a 12 tri-t hordozó eseteket a közepes 
rizikójú csoportba sorolják [18]. Fournier és munkatársai azt találták, hogy a CD23b 
expresszió növekedése önmagában a CLL-sejtek G0 fázisból G1/S fázisba lépését 
indukálja [141]. Emellett a CD23a izotípus túlélésbeli szerepéről számolnak be [43]. 
Kísérleteinkben a 12tri-t hordozó CLL1 esetek csökkent CD23a és CD23b expressziót 
mutattak a CLL2 csoporthoz képest. Az említett közlemények alapján az alacsony CD23a 
és CD23b szint csökkent proliferációs aktivitással és túléléssel társulhat, így ezeknek az 
eseteknek jobb prognózissal kellene rendelkezniük. Ezzel szemben klinikai adataink 
szerint az alacsonyabb CD23 expressziót mutató CLL1 csoport sokkal agresszívebbnek 
mutatkozott: ezen betegek előrehaladottabb Rai-stádiummal kerültek diagnózisra, 
nagyobb arányban igényeltek kezelést, valamint alacsonyabb ALC értékkel rendelkeztek, 
mint a CLL2 betegek, bár a különbségek nem bizonyultak szignifikánsnak. 




korrelációját találták a túléléssel, csontvelői prolymphocyta infiltrációval és a perifériás 
lymphocyta számmal [48]. A CLL1 betegek alacsonyabb perifériás sejtszámát a fokozott 
integrin-expresszió által közvetített homing magyarázhatja.  
 
A 12tri-t hordozó CLL betegek halálának fő oka a Richter-transzformáció és 
másodlagos malignus neoplazmák megjelenése [142]. Számos közlemény szerint a 
Richter-szindrómába való transzformáció egyik első lépése a 12tri kialakulása [28, 30, 
143]. A Richter-transzformáció során változik az immunfenotípus: a CD5 és CD23 
expresszió csökken vagy teljesen eltűnik az eredeti CLL-klónhoz képest [144, 145]. A 
CLL1 eseteknél detektált csökkent CD23 expresszió, valamint a 12tri a CD23 vesztés 
első lépését jelenthetik a transzformáció során. 
 
 
Dolgozatom további részében a CD49d prognosztikus markert vizsgáltuk. Az 
áramlási citométerrel detektált prognosztikus markerek közül a CD49d rendelkezik a 
legerősebb prediktív szereppel [73]. A CD49d fontos közvetítője a CLL-sejtek és a 
protektív mikrokörnyezet közötti kapcsolatnak, mely meghatározó a tumorsejtek 
túlélésében, proliferációjában. Vizsgálatainkban arra kerestük a választ, milyen szerepe 
van a fokozott CD49d expressziónak a CLL patogenezisében. 
 
A CD49d és a CD38 korrelációja jól ismert az irodalomban, ezt saját 
beteganyagainkon is igazoltuk [76]. A CD49d és a vele egy komplexben lévő CD29 (β1) 
lánc között is pozitív korrelációt detektáltunk. Összefüggést találtunk CD49d és a CD19 
BCR-ko-receptor szintje között. Ezt magyarázhatja a CD49d és a BCR közti funkcionális 
kapcsolat, mely során a BCR szabályozza a CD49d/CD29 inside-out jelátvitelét [146]. A 
CD23 és CXCR4 molekulákkal fordított korrelációt detektáltunk, utóbbit a dolgozat 
további részében részletezem. Érdekes módon nem találtunk összefüggést a CD49d és a 
vele egy makromolekuláris komplexben lévő CD44 adhéziós molekula között. 
 
A CLL-sejtek egyik jellegzetessége az apoptózis-rezisztencia. Eredményeink alapján 
CLL-sejteken a CD49d nem indukál közvetlen apoptózis-gátlást ligandjával, a VCAM-1 




BMSC ko-kultúrában a stróma túlélést-segítő hatása függetlennek bizonyult a CLL-sejtek 
CD49d expressziójától. A CD49d túlélésbeli szerepéről ellentmondásosak az 
irodalomban megjelent adatok. Összhangban eredményeinkkel, két független tanulmány 
szerint a CD49d-gátló antitesttel való kezelés csökkent adhéziót indukált, azonban a CLL-
sejtek túlélését nem befolyásolta [53, 82]. Ehhez hasonlóan egy korábbi közlemény is az 
adherens és nem adherens CLL-frakciók hasonló apoptózis-rátáját említi fibronektinnel 
kezelt felszínen [147]. Ezzel szemben Zucchetto és munkatársai VCAM-1 transzfektált 
fibroblasztokkal, illetve VCAM-1 felszínen való tenyésztés hatására a CD49d+ esetek 
jobb túléléséről számoltak be [81, 124]. Érdekes módon a CD49d apoptózis-védő hatását 
legelőször 7 nap után detektálták, a legkifejezettebb apoptózis-gátlást pedig 21 nap 
elteltével találták. Az eltérő eredmény feltehetőleg a különböző tenyésztési 
körülményekkel magyarázható. Kísérleteinkben 3, illetve 7 napos sejtkultúrákat 
alkalmaztunk. A 7. napnál megfigyelt magas apoptózis értékek miatt nem tartottuk fenn 
tovább a kultúrákat. A CLL-sejtekre jellemző gyors in vitro spontán apoptózis okán 
korábbi közlemények szintén maximum 7 napos sejtkultúrák túlélési eredményeiről 
számolnak be [53, 82, 102, 103, 147]. 
 
Az irodalomban megjelent eredmények, illetve saját megfigyelések alapján a CD49d-
t expresszáló CLL-sejtek nagyobb adhéziót mutatnak VCAM-1 molekulával kezelt 
felszínhez. Habár a CD49d-közvetített adhézió közvetlenül nem vált ki apoptózis-gátlást, 
fontos szerepe van a CLL-sejtek és a szupportív mikrokörnyezeti sejtek kapcsolódásában. 
A sejt-sejt kapcsolódás során a CLL-sejt modulálja a járulékos sejtek citokin- és kemokin-
szekrécióját, fokozva a tumorsejtek túlélését. Plander és munkatársai CLL-sejt-BMSC-
ko-kultúrában a stróma fokozott anti-apoptotikus hatású IL-6 és IL-8 termeléséről 
számoltak be [102]. Egy másik közlemény alapján a CLL-sejtek a BMSC-k CCL4, 
CCL11 és CXCL10 szekrécióját fokozzák [104]. Egy friss közlemény szerint a BMSC-k 
által termelt extracelluláris vezikulák is védik a CLL-sejteket [148]. 
 
Eredményeink szerint a CD49d a túlélés mellett, közvetlen proliferáció-indukáló 
szereppel sem rendelkezik. VCAM-1 kezelés, illetve BMSC ko-kultúra nem váltott ki 
proliferációt sem a CD49d+, sem a CD49d- eseteknél. Pár esetben (4/65) a tenyésztési 




eseteknél a proliferáló frakció aránya alacsony volt (3-6%), fenotípusuk alapján az erős 
aktivációs molekula (CD5++, CD19++), magas CD86 kostimulációs molekula és a fokozott 
adhéziós molekula (CD38+, CD49d+) expresszió a T-sejtekkel való interakcióra utalhat, 
melyek elengedhetetlenek a proliferációhoz. Valószínűsíthető, hogy a proliferatív 
populáció a közelmúltban recirkulálhatott a nyirokcsomóból, a proliferáció legfőbb 
helyszínéről [121]. 
 
Kísérleteink alapján elmondhatjuk, hogy a CD49d nem funkcionális inaktivitás miatt 
nem vált ki közvetlen apoptózis-gátlást és proliferációt. Konformáció-specifikus 
antitesttel történő vizsgálataink szerint a CD49d/CD29 komplex inaktív, alacsony 
affinitású konformációban van jelen a CLL-sejtek felszínén, összhangban Ganghammer 
és munkatársainak közleményével [140]. Különböző kezelések hatására (pl. VCAM-1, 
CXCL12) sikerült kiváltanunk a CD49d/CD29 molekula magas affinitású formáját, tehát 
a komplex ligandkötés hatására normál aktivációra képes. 
CLL-sejtekkel ellentétben myelomás sejteken alapállapotban alacsony és magas 
affinitású konformációt is detektáltunk [149]. Kutatócsoportunk egy korábbi közleménye 
alapján normál plazmasejtekkel összehasonlítva az MM sejtek kisebb arányban fejezik ki 
az aktivált CD29 formát, valamint a teljes CD29 expresszió is alacsonyabb [149]. Érdekes 
módon myeloma multiplexben a nagyarányú aktivált CD29 (>90%) molekulával 
rendelkező esetek kedvezőbb terápiás választ mutatnak. Feltételezzük, hogy előbb a 
CD49d/CD29 inaktivitásával, majd downregulációjával csökken a csontvelői sejtekhez 
történő adhézió, így a perifériára kerülnek, mely sokkal agresszívebb kórlefolyást okoz. 
CLL esetén, mivel alapállapotban inaktív a CD49d/CD29, ezért az aktiváltságával 
valószínűleg nem prediktálható a kezelés sikeressége. 
 
Kísérleteinkben a VCAM-1 kezelés nagyfokú aktin-átrendeződést indukált a CD49d+ 
esetekben, hasonlóan egy korábbi közléssel [150]. A CD49d-nek kulcsszerepe van a 
citoskeleton átrendeződésével kapcsolatos folyamatokban, mint az adhézió, migráció, 
homing. Több tanulmány a CD49d+ CLL-sejtek nagyobb migrációs képességéről, illetve 
fokozottabb csontvelői homingjáról számol be, összehasonlítva a CD49d- esetekkel [33, 
53, 140, 151]. A CD49d+ CLL-sejtek fokozottabb homingjára utalhat az a 




lymphocyta számmal rendelkeznek diagnóziskor, bár ez az eredmény nem bizonyult 
statisztikailag szignifikánsnak. Feltételezzük, hogy az alacsonyabb ALC a nagyobb 
mértékű migráció és szöveti visszatartás miatt valósul meg. Másodlagos lymhoid 
szövetekben a CD49d expresszió emelkedik, tovább fokozva a jótékony mikrokörnyezeti 
sejtekkel való adhéziót. Igazolva a korábbi eredményeket, kutatócsoportunk is fokozott 
CD49d expressziót talált csontvelői mikrokörnyezetben, hasonlóan az irodalmi adatokkal 
[102, 103]. Emellett nyirokcsomóban is magasabb CD49d expressziót detektáltak, 
összehasonlítva periférián keringő CLL-sejtekkel [152].  
Adataink szerint a CD49d fordított korrelációt mutat a CXCR4 kemokinreceptorral, 
összhangban egy korábbi közléssel [140]. Irodalmi adatok alapján a CD49d pozitivitás és 
az alacsony CXCR4 expresszió lymphadenopathiaval társul [78, 153]. Kísérleteinkben a 
CD49d+, alacsony CXCR4 fenotípusú CLL-sejtek nagyobb spontán apoptózist mutattak, 
összehasonlítva a CD49d-, magas CXCR4 expressziójú esetekkel. A CLL-sejtek, vagy 
legalábbis bizonyos alpopulációjuk, folyamatosan recirkulálnak a periféria és a lymphoid 
szövetek között. A másodlagos nyirokszövetek sokkal előnyösebb niche-t jelentenek a 
mikrokörnyezeti sejtek anti-apoptotikus és növekedési szignáljai miatt. Feltételezzük, 
hogy a közelmúltban a jótékony szöveti környezettel kapcsolatba került CLL-sejtek 
izolálva sokkal érzékenyebbek a szupportív szignálok hiányára. Úgy gondoljuk ez a 
„death by neglect” hatás felelős a CD49d+, alacsony CXCR4 expressziójú populáció 
fokozott sejtpusztulásáért. 
Bár a csontvelői mikrokörnyezetben a strómasejtek védőhatása a CLL-sejtek CD49d 
expressziójától függetlennek bizonyult, jól korrelált a CXCR4 expresszióval. Az alacsony 
CXCR4 fenotípusú CLL-sejtek a magasabb spontán apoptózis-értékek ellenére nagyobb 
arányú túlélést mutattak strómasejtek jelenlétében, mint a magas CXCR4 expressziójú 
esetek. Ez alapján úgy gondoljuk, az alacsony CXCR4 kifejeződésű CLL-sejtek sokkal 
érzékenyebbek a túlélést segítő mikrokörnyezeti szignálokra, illetve azok hiányára. Mivel 
kísérleteinkben az alacsony CXCR4 szint jól jelezte a mikrokörnyezettől való függést, 
feltételezzük, hogy a mikrokörnyezetet célzó terápiák alkalmazása előtt hasznos lehet a 
CXCR4 expresszió vizsgálata.  
 
Habár a CXCR4 jól korrelál a mikrokörnyezeti érzékenységgel, klinikai adatainkat 




stádiumot vizsgálva, az alacsony CXCR4 expressziójú betegeknél szignifikánsan 
magasabb LDH-szintet találtunk, mely nagyobb turnover rátát jelezhet, illetve ezek a 
betegek nagyobb arányban szorultak kezelésre. Azonban a CD49d molekulával való 
fordított korreláció miatt a CXCR4 önálló szerepét nehéz elkülöníteni. 
 
A CD49d pozitivitás negatív prognosztikus hatását igazoltuk saját beteg anyagunkon. 
Az irodalmi adatoknak megfelelően a CD49d+ CLL-es betegek előrehaladottabb Rai- és 
Binet-stádiummal rendelkeztek diagnóziskor, szignifikánsan magasabb LDH szintet 
mutattak, nagyobb arányban igényeltek kezelést, rövidebb az első kezelésig eltelt idő, 
valamint több citogenetikai eltérés volt detektálható bennük, mint a CD49d- betegcsoport 
esetén [72-76].  
 
A CLL-sejtek a mikrokörnyezetnek megfelelően változtatják az 
immunfenotípusukat, mely hozzájárul a túléléshez, proliferációhoz. Megvizsgáltuk, hogy 
a perifériás vérben szolubilis formában, valamint az endothél sejtek, BMSC-k felszínén 
jelen lévő VCAM-1 képes-e aktiválni a CLL-sejteket. Adataink alapján a VCAM-1 nem 
vált ki immunfenotípus-változást a CD49d-n keresztül. Azonban BMSC-k jelenlétében a 
CLL-sejtek aktiváltabb, agresszívebb felszíni mintázatát detektáltuk. Stróma hatására a 
CLL-sejteken fokozódik a CD5 aktivációs marker szintje, CD49d+ CLL-sejteknél még 
kifejezettebben. Ko-kultúrában a korábbi eredményeknek megfelelően emelkedett 
CD49d, CD29, CD44 adhéziós molekula szintet detektáltunk, mely megteremti a fokozott 
adhéziót a mikrokörnyezet elemeivel [102, 128]. BMSC-eredetű antigének kiválthatják a 
BCR stimulációját, mely hozzájárulhat az általunk detektált fokozott CD19 
expresszióhoz. A BCR antigénkötése magyarázhatja a stróma jelenlétében csökkent 
CXCR4 expressziót is, egyetértésben korábbi eredményekkel [153]. Emellett a BMSC-k 
által termelt CXCL12 is indukálhatja az alacsonyabb CXCR4 felszíni expressziót 
receptor-internalizáció révén [103]. A CLL-sejtek emelkedett CD126 expressziót 
mutatnak normál B-sejtekhez képest, mely fokozott STAT-3 expresszióval és 
kemorezisztenciával korrelál [154]. Kísérleteinkben magasabb CD126 szintet 
detektáltunk strómasejtek hatására. Ezek ismeretében a CD126 szerepet játszhat a CLL-




indukálta terápia-rezisztenciában. Korábbi közleményekkel ellentétben a CD38 
expresszió esetén nem láttunk egyértelmű változást stróma hatására [103].  
Összefoglalva elmondhatjuk, hogy a CD49d prognosztikus marker nem közvetlen 
apoptózis-gátlással és proliferáció-indukcióval, hanem az előnyös mikrokörnyezetbe való 
homing és a szupportív sejtekkel kialakított adhézió révén járul hozzá a CD49d+ CLL 
esetek agresszívebb kórképéhez (37. ábra). A CD49d+ CLL-sejtek alacsonyabb CXCR4 
szintet mutatnak, mely populáció érzékenyebb a mikrokörnyezet szignáljaira. Ezen 
eredmények ismeretében úgy gondoljuk, a mikrokörnyezetet célzó terápiák egyik fontos 
feladata, hogy mobilizálják a nagyobb mikrokörnyezeti függéssel rendelkező CD49d+ 
alacsony CXCR4 expressziójú populációt a protektív mikrokörnyezetből. 
 
  
37. ábra CD49d+ és CD49d- CLL esetek eltérő patogenezise. 
A CD49d az előnyös szöveti mikrokörnyezetbe való homing közvetítésével, valamint 
a szupportív sejtek és a CLL-sejtek közötti közvetlen kapcsolat kialakításával járul 
hozzá a CD49d+ esetek agresszívebb kórképéhez. A CD49d+ alacsony CXCR4 










A CD23 molekulával kapcsolatos főbb megállapítások: 
1. A CLL-sejtek a CD23a és CD23b izotípust egyaránt expresszálják, a CD23a 
izotípus relatív expressziója minden esetben magasabb, mint a CD23b szintje. 
2. Az alacsonyabb CD23a és CD23b expresszió alapján elkülöníthető egy 
betegcsoport, melyre csökkent CD23, fokozott CD38, CD20, CD22 expresszió, 
agresszívebb kórlefolyás és a 12-es triszómia nagyfokú előfordulása jellemző. 
3. Az alacsony CD23, magas CD20 és CD38 expressziók alapján a 12-es triszómia 
előfordulása jól becsülhető. 
 
A CD49d molekulával kapcsolatos főbb megállapítások: 
4. A CD49d ligandja, a VCAM-1 nem indukál közvetlen apoptózis-gátlást, 
proliferációt és immunfenotípus-váltást, viszont CD49d+ CLL-sejtekben aktin-
átrendeződést vált ki. Ennek ismeretében feltételezzük, hogy a fokozott homing 
és mikrokörnyezeti sejtekkel való adhézió állhat a CD49d negatív prognosztikus 
hatásának hátterében és nem közvetlen apoptózis-gátlás. 
5. A CD49d/CD29 komplex alapállapotban inaktív konformációban van jelen a 
CLL-sejtek felszínén, de aktiváló stimulusok kiváltják a magas affinitású, 
ligandkötésre képes konformációt. 
6. A CD49d fordított korrelációt mutat a CXCR4 kemokinreceptorral, melynek 
expressziója korrelál a CLL-sejtek mikrokörnyezeti érzékenységével, de önálló 








A krónikus lymphocytás leukémia (CLL) egy indolens lefolyású B-sejtes non-
Hodgkin-lymphoma, a betegek egy részére azonban gyors progresszió, magas 
malignitású lymphomába való transzformáció jellemző. Munkánkban a magas kockázatú 
csoportot jelző CD23 és CD49d prognosztikus faktorok szerepét vizsgáltuk CLL 
progressziójában. A CLL egyik legfontosabb differenciál-diagnosztikai markere a CD23, 
ennek ellenére a CLL-sejtek változó mértékben expresszálják, alacsony expressziója 
prognosztikus jelentőséggel bír. Kísérleteinkben meghatároztuk a CD23 izotípusok 
arányát a különböző CD23 expressziójú csoportokban. A CD23a expresszióját minden 
CLL esetnél magasabbnak találtuk, mint a CD23b-t. A CLL-es minták egy kis részénél 
alacsonyabb CD23a és CD23b szintet detektáltunk, mely csoport fenotípusosan is eltért: 
alacsonyabb CD23, fokozott CD38, CD20, CD22 expresszió, valamint agresszívebb 
kórlefolyás és a 12-es triszómia nagyfokú előfordulása volt jellemző. Eredményeink 
alapján az áramlási citométerrel detektálható fenotípus megbízhatóan jelezheti a 12-es 
triszómia meglétét. Adataink szerint az alacsony CD23 expresszió magas CD49d szinttel 
korrelált, mely adhéziós molekulaként a mikrokörnyezeti interakciók fontos közvetítője. 
Perifériás vérből izolált, különböző CD49d expressziójú CLL-sejteket tenyésztettünk a 
CD49d ligandjával, VCAM-1 molekulával fedett felszínen és vizsgáltuk az apoptózist, 
proliferációt, aktin-átrendeződést és immunfenotípus-változást. Eredményeink alapján a 
CD49d kezelése önállóan nem váltott ki apoptózis-gátlást, proliferációt és fenotípus-
váltást, azonban jelentős aktin-átrendeződést detektáltunk a CD49d+ CLL-sejteknél. 
Igazoltuk, hogy a CD49d/CD29 komplex alapállapotban inaktív, azonban aktiváló 
stimulusok hatására normál aktivációra képes. A szupportív csontvelői mikrokörnyezet 
modellezéseként strómasejt ko-kultúrában tenyésztettünk CLL-sejteket. A strómasejtek 
apoptózis-védőhatása függetlennek bizonyult a CLL-sejtek CD49d expressziójától, 
viszont a CD49d molekulával fordítottan korreláló CXCR4 kemokin receptor 
expressziója jól jelezte a CLL-sejtek mikrokörnyezeti függését. Eredményeink alapján 
feltételezzük, hogy a CD49d nem direkt apoptózis-gátláson keresztül járul hozzá a CLL-
sejtek fokozott túléléséhez, hanem az előnyös szöveti mikrokörnyezetbe való homing 







Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is an indolent B-cell non-Hodgkin lymphoma, 
however some patients are characterized by rapid progression and transformation to more 
aggressive lymphoma. The main aim of our study was to investigate the role of prognostic 
factors CD23 and CD49d in CLL progression. The CD23 is one of the most important 
differential diagnostic markers in CLL, but it’s expression is variable on CLL cells, 
moreover low CD23 expression has prognostic significance. We analyzed the expression 
of the CD23 isotypes in CLL cases with different CD23 expression. We demonstrated a 
higher CD23a than CD23b expression in all CLL cases. In a patient subgroup lower 
CD23a and CD23b level was detected, which cases had distinct immunophenotype: lower 
surface CD23, higher CD38, CD20 and CD22 expression, furthermore aggressive clinical 
course and carrying trisomy 12 was detected. According our results, this specific 
immunophenotype in CLL detected by flow cytometry can predict trisomy 12. According 
our data, low CD23 expression shows correlation with high CD49d level. As adhesion 
molecule, the CD49d is a key determinant of interactions between CLL cells and the 
microenvironment. Isolated peripheral blood CLL cells with different CD49d expression 
were cultured with CD49d ligand, VCAM-1, then apoptosis, proliferation, actin 
remodelling and immunophenotype was analyzed. VCAM-1 treatment did not induce 
direct apoptosis protection, proliferation or phenotype change, but resulted in robust actin 
reorganisation by CD49d+ CLL cells. We proved that the CD49d/CD29 complex is 
expressed in inactive, low-affinity conformation, but undergoes normal activation process 
after stimulation. Mimicking the supporting bone marrow microenvironment, CLL cells 
were cultured with bone marrow stromal cells. Interestingly, the apoptosis-protection of 
bone marrow stromal cells was independent from the CD49d expression, but the CXCR4 
chemokine receptor expression, which showed inverse correlation with CD49d, indicated 
the microenvironment dependency. On the basis of our data, we suppose that the CD49d 
may contribute to enhanced survival of CD49d+ CLL cells by mediating homing and 
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